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RESUMO

O Acridina Laranja € um corante catidnico da familia de Acridinas. Além de ser utilizado
como um agente fototdxico contra bactérias e parasitas, devido sua alta afinidade por
estruturas bioldgicas, ele pode ser usado como um marcador fluorescente de compartimentos
bioldgicos. Esta sua propriedade é também util para o desenvolvimento de novos elementos
micro e nanoeletrénicos. Ao ser irradiado, o corante pode sofrer fototransformacdo, causando
uma série de transtornos, devido a perda da atividade ou o aumento de sua toxicidade, por
exemplo. Por outro lado, a interagdo com estruturas nanoorganizadas pode alterar os
mecanismos e as velocidades das fotoreacfes do fotossensibilizador. Isto torna importante o
estudo da fototransformacdo do Acridina Laranja na sua interacdo com estruturas bioldgicas
ou seus modelos. Neste trabalho foi realizado um estudo da dinamica de fototransformacéo do
corante Acridina Laranja na sua interagdo com DNA e micelas de SDS sob a acdo da luz
visivel. O objetivo principal do trabalho foi avaliar o processo de fototransformacdo da
Acridine Laranja na sua interacdo com sistemas micro/nanoorganizados de grande interesse
bioldgico e médico tendo em vista sua possivel aplicacdo pratica. Para este estudo, utilizamos
espectroscopia de absorcdo Gtica UV-visivel, espectroscopia de fluorescéncia estatica e
resolvida no tempo e espalhamento de ressonancia de luz. Nos experimentos de fotolise do
corante em solucdes aquosas, observa-se que o Acridina Laranja sofre fototransformacao sob
a acdo da luz visivel. Os estudos mostraram que o Acridina Laranja se transforma mais
rapidamente quando sua concentracdo é menor. Este efeito foi associado a formacdo de
agregados em altas concentracdes do composto. Na sua interacdo com DNA e micelas de SDS
o Acridina Laranja também sofre fototransformacao, sendo a velocidade de fotodecomposicéo
mais baixa se comparar com as solugfes aquosas. Os experimentos na presenca e na auséncia
de oxigénio mostraram que as moléculas excitadas do Acridina Laranja transferem sua
energia para oxigénio molecular formando o oxigénio singleto, que pode atacar as ligacOes
duplas do sistema de conjugagdo m da estrutura do corante, contribuindo assim na sua
fototransformacdo. De forma geral, podemos dizer que tanto as micelas de SDS como 0 DNA,
podem dificultar o contato do Acridina Laranja e o oxigénio molecular, provavelmente,
devido a alta viscosidade do ambiente onde o Acridina Laranja se encontra nesses sistemas ou
devido a localizacdo separada das moléculas de Acridina Laranja e do oxigénio dentro da

estrutura de micelas e DNA.



Palavras-chave: Acridina Laranja, dindmica de fototransformagédo, interagcdo com DNA e
SDS, efeito do oxigénio, métodos espectroscopicos.



ABSTRACT

Acridine Orange is a cationic dye of the Acridine family. Besides it being used as a
phototoxic agent against bacteria and parasites it can be used as a fluorescent tag of biological
compartments due to its high affinity for biological structures. This property appears also
useful for the development of new micro and nano-electronic devises. Under visible light
irradiation Acridine Orange is phototransformed, causing a lot of inconvenience due to the
loss of activity or the increased toxicity, for example. On the other hand the interaction with
nanoorganized structures can change the mechanisms and rates photoreactions of a
photosensitizer. This makes important the study of phototransformation of Acridine Orange at
its interaction with biological structures or their models. This work represents a study of the
dynamics of Acridine Orange phototransformation at its interaction with DNA and SDS
micelles under the action of visible light. The main objective of this study was to evaluate the
process of Acridine Orange phototransformation at its interaction with micro/nanoorganized
of great biological and medical interest in view of their possible practical application. In this
study we used optical absorption UV-visible spectroscopy, static fluorescence and time
resolved spectroscopies and resonance light scattering. In the experiments in aqueous
solutions, it was observed that the Acridine Orange suffers phototransformation under the
visible light. It was shown that Acridine Orange becomes faster when its concentration is
lower. This effect was associated with the formation of aggregates at high concentrations of
the compound. Acridine Orange at its interaction with DNA and SDS micelles, also is
phototransformated, the phototransformation rate being lower as compared with aqueous
solutions. Experiments in the presence and absence of oxygen showed that excited molecules
of Acridine Orange transfer their energy to molecular oxygen, generating singlet oxygen,
which can attack the double bonds of the dye m conjugation system, thereby contributing in its
phototransformation. In general, we can say that both the SDS micelles as DNA, can block
the contact of Acridine Orange and molecular oxygen, probably due to the high viscosity of
the environment, where Acridine Orange appears in these systems, and/or due to the separate

location of Acridine Orange and oxygen molecules within the structure of micelles and DNA.

Keywords: Acridine Orange, phototransformation dynamics, interaction with DNA and SDS,

effect of oxygen, spectroscopic methods
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Os estudos das interagdes do corante Acridina Laranja (AL) com sistemas
micro/nanoorganizados (DNA, membranas bioldgicas, modelos de membrana) sdo de grande
interesse biologico e médico. O primeiro relato da acdo fotodindmica de um sistema bioldgico
foi a fotoinativacdo do paramécio mediada por Acridina, relatada por Oscar Raab, em 1900.
Durante o curso de seu estudo sobre efeitos do Acridina no protozoario causador da maléria,
Raab descobriu que a combinacdo de Acridina Vermelho e luz tinha um efeito letal na
Infusoria, uma espécie de paramécio (ACKROYD et al., 2001). Corantes de Acridina sdo
também usados como desinfetantes antibacterianos e antivirus, com suas acoes
antimicrobianas aumentadas substancialmente na presenca de oxigénio e luz (KAPUSCINSKI
et al., 1983; MAKAROV et al., 2006).

O Acridina Laranja (AL) é um corante da familia das Acridinas (Figura 1) que possui
caracteristicas Unicas, tais como: atividade antitumoral (TOMSON et al., 1974,
NAKAMURA et al., 2008), fotossensibilidade (LE BAHERS et al., 2010; TOMSON et al.,
1974; ISHIKAWA et al., 1984), fototoxicidade contra bactérias, parasitas e fungos
(KUSUZAKI, K. et al., 2005). Outras aplicacdes relevantes deste corante incluem a
visualizacdo de compartimentos biologicos e medidas do gradiente de pH através da
membrana (LE BAHERS et al., 2010; MANENTE et al., 2008). Além disso, 0 AL é um
corante fluorescente que possui alta afinidade pelo DNA e RNA, tendo a capacidade de fluir
rapidamente pelo citoplasma através da membrana celular, ligando-se a essas moléculas e
também aos lisossomos, sendo por este motivo, utilizado como um marcador fluorescente
especifico de tais estruturas (BENVIN et al., 2007).

CI-

(CH:),N N NH(CHs),
NS
J0®

Figura 1. Férmula estrutural do corante Acridina Laranja.

Mais recentemente, a coloracdo seletiva de células malignas resultou no uso do AL em
microscopia de fluorescéncia, sendo fundamental no diagndstico citoldgico esfoliativo do
cancer cervical e vaginal (TOMSON et al., 1974; LICHA e OLBRICH, 2005).

Muitos estudos ja apontaram que o AL possui propriedades adequadas para ser
utilizado na Terapia Fotodinamica do cancer. Em um desses estudos, descobriu-se que ele se

acumula nos sarcomas musculo-esqueléticos e que, depois da iluminacao dos tumores com luz
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visivel ou radiagcdo com dose baixa de raios-X, o corante rapidamente exerce efeito seletivo
citocida contra as células de sarcoma (KUSUZAKI et al., 2005).

O AL também ¢ usado em andlises bioldgicas, principalmente para entender os
mecanismos de seu comportamento ligado ao DNA, como por exemplo, no fenbmeno de
fotoinducdo de processos de transferéncia de carga na dupla-hélice do DNA (KELLEY e
BARTON, 1999). Além disso, complexos de DNA com moléculas orgénicas fotoativas séo
objetos promissores em Nanotecnologia, no desenvolvimento de elementos nanoeletrénicos e
fotossensores de baixa dimenséo (GU et al., 2002; KASUMOV et al., 2001; LEE et al., 2007;
NOKHRIN, BARU, LEE, 2007; RAKITIN et al., 2001).

Todos estes fatos estimulam o interesse nos estudos da interagdo do AL com DNA.
Mesmo gue o problema ja tenha sido estudado de forma profunda na década de 70 do século
XX, (KUBOTA,; Steiner, 1977) ele continua a atrair a atencdo de pesquisadores, fato que se
reflete nas diversas publicagGes atuais em revistas internacionais sobre este assunto.

Devido ao fato de o corante AL se ligar ao DNA através da membrana celular, é
importante estudar os efeitos de sua interacdo com membrana e/ou modelos de membrana,
tais como micelas, vesiculas etc. Sob acdo da luz visivel, o AL pode sofrer
fototransformacdes. Este processo pode ser importante para suas aplicagdes, pois:

e modifica as caracteristicas do AL, prejudicando a sua utilizacéo;
e 0s produtos de fototransformacdo podem ser toxicos e perigosos nas aplicacfes
bioldgicas e médicas.

As caracteristicas do processo de fototransformacdo podem depender do ambiente
onde o AL se encontra e da sua interacdo com outras moléculas e sistemas, como DNA e
membrana celular, por exemplo. Entretanto estas caracteristicas ndo estdo ainda bem
estabelecidas.

Neste trabalho apresentamos o0s resultados do estudo da dindmica de
fototransformacdo do AL em solucBes aquosas homogéneas e sua interacdo com DNA e com
dodecilfosfato de sodio (SDS), um surfactante que forma micelas carregadas negativamente.
Os estudos foram realizados usando técnicas de espectroscopias de absorcdo Optica e de
fluorescéncia, tanto na forma continua quanto com resolucdo temporal. Os resultados foram
analisados em funcéo das concentragbes do AL, DNA e SDS, tanto na auséncia como na
presenca de oxigénio molecular. A formacgdo de oxigénio singleto devido a transferéncia de

energia do estado excitado tripleto do AL para o oxigénio molecular também foi demonstrada.
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2.1 Fotofisica de uma molécula

Processos fotofisicos podem ser definidos como transi¢fes que convertem estados
excitados uns com os outros ou estados excitados com o estado fundamental. Estes processos
estdo associados a absorcdo de radiacdo eletromagnética por uma molécula e a subsequente
relaxacdo (TURRO, 1978). Estes processos sdo 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 relaxagéo.

Os fundamentos da fotofisica foram intensamente estudados e elaborados na década de
quarenta do século passado. O principal passo para esclarecer tais processos foi apresentado
pelo fisico Alexander Jablonski. Em seu modelo original, Jablonski trata dos processos de
absorcdo e relaxacdo de uma molécula baseando-se em um diagrama de energia de estados
eletronicos moleculares. O modelo inicial era muito diferente do que conhecemos atualmente,
entretanto a sua grande contribuicdo foi atribuir a presenca de um estado metaestavel, que
mais tarde veio a ser reconhecido como um estado tripleto.

A forma atual do diagrama de Jablonski representa o estado fundamental de uma
molécula e seus estados excitados singletos e tripletos, conforme representado na Figura 2.
Os nomes singleto e tripleto se justificam pela multiplicidade destes niveis que € dada através
da expressdo 2S + 1, em que S é o numero quéantico de spin eletrdnico total. Em um estado
singleto, a soma dos spins de todos os elétrons da molécula (spin total) é nula (S = 0),

enguanto que em um estado tripleto, os dois elétrons possuem os spins paralelos e S = 1.
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Figura 2. Diagrama de niveis de energia de uma molécula organica. Os estados singletos e tripletos estdo
representados por S e T, respectivamente.

No diagrama, os niveis de energia eletrdnicos moleculares estdo representados por
linhas horizontais separadas verticalmente pela diferenca de energia entre eles. A cada nivel
eletrbnico estdo associados niveis vibracionais (menores) e rotacionais (ndo mostrados), de
maneira que os estados eletrénicos (n) e vibracionais (v) da molécula sdo indicados pelos
indices subscritos como Sp,, ou T,y (n =0, 1, 2, 3, ...; v=0,1, 2 3, ..). Conforme a
distribuicdo estatistica de Boltzmann, a temperatura ambiente, a grande maioria das moléculas
se encontra nos niveis de menor energia vibracional Sy € Tn. O estado caracterizado pela
menor energia eletronica possivel (Sey), € denominado de estado fundamental e, a temperatura
ambiente, o nivel mais populado desse estado € Syo.

Os processos fotofisicos primérios associados a absorcéo da luz por uma molécula e
subsequente relaxacdo podem ser analisados da seguinte forma: quando um fluxo de fétons
incide no material, suas moléculas podem absorver energia e sofrer uma transicdo do estado
fundamental para um estado excitado. A transicdo pode acontecer entre diferentes estados
eletronicos, vibracionais ou rotacionais da molécula produzindo, em geral, uma transicdo
eletronica vibracional-rotacional. No diagrama da Figura 2 essas transi¢fes estdo mostradas

pelas setas retilineas verticais, orientadas para cima.
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A probabilidade da absorcdo de um foton por um sistema quantico de dois niveis (1 e
2) é caracterizada pela se¢do de choque de absorgéo (c12), definida como a taxa de absorcéo
de energia por moléculas no nivel 1 para o nivel 2 dividida pela intensidade da radiacéo
incidente (1):

hWwW, (v)

] 1)

oy,(v) =

em que Wi,(v) é a taxa de transigdo da absorcdo entre o estado 1 para 0 2, que depende da
frequéncia v, e iv é a energia da radiacédo incidente.

Transicdes entre estados eletronicos que possuem a mesma multiplidade de spin Sp, —
S, ou Ty = Ty (n>m) sdo da ordem de 10 - 10™® cm?. J4, as transicdes entre os estados de
spin diferente sdo proibidas pelas regras da selecdo (AS = 0) e por isso os valores
caracteristicos de o para essas transicdes sdo aproximadamente 10%°-10%% cm?® Para
transicOes entre estados vibracionais do mesmo estado eletrénico, os valores caracteristicos
s30 aproximadamente 10"%cm?.

Ap0s a absorcdo da radiagdo, a molécula se encontra em um estado com excesso da
energia e se ela ndo sofrer nenhuma reagdo ou “degradacdo”, encontrard alguma forma de
perder esta energia e retornar ao estado fundamental Spo. Os processos de perda de energia
entre dois estados eletronicos podem ser: radiativos ou ndo radiativos. Os radiativos
consistem na relaxacdo por emissdo de radiacdo e sdo denominados de fluorescéncia e
fosforescéncia, quando envolvem transi¢cfes de Sigp — Sov € T10 — Sov, respectivamente.
Geralmente sdo caracterizados por uma taxa (k;) e na Figura 2 estdo representados pelas setas
retilineas orientadas para baixo.

Os processos ndo-radiativos que ocorrem entre estados eletrénicos de mesmo spin, S,
— Spou Ty, = T (N> m), sdo chamados de conversdo interna (CI) e sdo caracterizados pela
taxa kci. Aqueles que ocorrem entre estados de spin diferente S, — T, sdo denominados de
cruzamento intersistemas (CIS) e sdo caracterizados pela taxa kcis. Devido a regra de selecdo
de spin, geralmente kg >> Kkcis. Ambos 0s processos ndo-radiativos ocorrem de forma
isoenergética entre os estados vibracionais dos estados inicial e final e séo representados pelas
setas onduladas horizontais.

Em um estado eletrdnico a relaxagéo ocorre entre 0s niveis vibracionais de maior (Spy

ou Tn,) para os de menor energia finalizando no nivel de energia menor possivel (Spo 0u Trp).
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Este processo é denominado de relaxacédo vibracional e esta ilustrado na figura 2 como setas
onduladas orientadas de cima para baixo. Estes processos apresentam tempos caracteristicos
extremamente rapidos da ordem de picossegundos a femtossegundos.

Desta forma, apds uma absorcdo Sgo—>Syy, Ocorrerd uma rapida relaxacéo vibracional
ndo radiativa de S,,—>Sno, Seguida por uma conversdo interna Spp—Siy. Neste estado seguirad
uma nova relaxacao vibracional S1,—S10. Em Sy as moléculas podem:

i) relaxar de volta ao estado fundamental radiativamente, ou
i) ndo radiativamente sofrendo uma conversdo interna S;o— Soy, OU ainda
iii) ndo radiativamente sofrendo um cruzamento intersistemas S;o—Tpy.

A relaxacéo do estado excitado Sip sera governada por um decaimento, que leva em
consideracdo todos os processos descritos previamente, que nos permite escrever a taxa de
decaimento do estado singleto como a soma de todos estes processos da seguinte forma:

dn

d_t81 = _(kr + knr + kCIS )ns1 )

Considerando que a soma de todas estas taxas é a taxa do decaimento do estado Sy,

podemos reescrever esta equagdo como:

dng Ng
L=—k,ng =——2 3
R ©

em que ng € o numero de particulas excitadas em um dado instante de tempo t ap6s a

. ~ ~ , . — 0
excitacdo (absorcdo) e 7 € o tempo de vida do estado Sio. Lembrando que ng (t)= ng , emt
=0, a integracdo desta equacdo fica:
0 -t/r
ng (t)=nge ™" @)

Como consequiéncia, tem-se um decaimento exponencial da populacdo do estado Sjj.
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.

O tempo 7, pode ser medido, por exemplo, através do decaimento da intensidade de
fluorescéncia da amostra em fungao do tempo e, portanto, € comum chamar 7 de “tempo de
vida da fluorescéncia” (). Para moléculas orgéanicas em solucGes liquidas o tempo de vida

7, € tipicamente da ordem de alguns nanossegundos.

De maneira anéloga aos estados singletos, teremos os decaimentos tripletos Tn,—Tho,

Tho—> T € T1iy—T1o. O decaimento final T1o—Son pode ser radiativo (fosforescéncia) ou nédo
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radiativo através do cruzamento intersistemas. Devido ao fator de restricdo de spin, os tipicos

tempos de vida do estado tripleto T; (7, ) para moléculas organicas em sistemas liquidos sao

da ordem de micro- a milissegundos.

Outro parametro importante é a eficiéncia de uma amostra emitir fluorescéncia,
também denominado por rendimento quéntico da fluorescéncia (@ ). O rendimento quéntico
da fluorescéncia é definido como a raz&o entre o nimero de fotons emitidos pelo nimero total
de fotons absorvidos pelo material. Uma vez considerados os processos ndo radiativos que
competem com a fluorescéncia, podemos definir a fracdo que representa a desexcitacao
através da fluorescéncia como:

T ©)
r Cl CIS

O rendimento quantico também pode ser expresso através do tempo de vida de

fluorescéncia da seguinte maneira:

73,
\ fl= " (6)

Tr

em que 1/z =k, é a taxa de despopulacdo do estado S; pela fluorescéncia (taxa radiativa).
Por outro lado, podemos ainda ter a relacdo:

Dy = i (7

abs

em que Iy € a intensidade total da fluorescéncia, que pode ser calculada como a integral do
espectro de fluorescéncia e a5 € a intensidade de luz absorvida pela amostra no comprimento
de onda de bombeio.

A eficiéncia da formacdo de estado tripleto T; é a razdo entre a taxa de cruzamento
intersistemas pela soma de todas as taxas de todos os processos que despopulam o estado S;:

R A ©
r Cl CIS

ou ainda, em termos dos tempos de vida:

Tsl

CDT = (©)]

Tcis
Absorvendo os fétons nos estados excitados Sio € T1g, @ molécula pode ser promovida
aos estados de energias mais elevadas S,, ou T, respectivamente. Estes estados mais

elevados irdo relaxar aos estados iniciais Sip € T1p, COMO descritos previamente. Tripletos
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mais elevados também podem ser populados pelo cruzamento intersistemas de uns estados
mais elevados do singleto, caso os valores das taxas forem competitivas para a conversao

interna e o cruzamento intersistemas nos estados superiores.

2.2 Terapia Fotodinamica (TFD)

2.2.1 Aspectos historicos da TFD e efeitos fotodinamicos

A luz vem sendo empregada no tratamento de doencas desde a antiguidade. Seu uso
como agente terapéutico remonta a 3000 a.C., quando os egipcios a utilizavam para o
tratamento de doencas na combinacdo de plantas e exposicéo solar (MARANHO, 2008).

No entanto, foi somente em meados de 1900 que Oscar Raab, orientado por von
Tappeiner, relatou que a combinagéo de baixas concentragdes de Acridina, na presenca de luz,
poderia rapidamente induzir a destruicdo de paramécios. Essa descoberta provou a existéncia
de uma conexao entre a ativacao de corantes pela luz e o resultado terapéutico.

Apdbs Raab, as primeiras experiéncias visando a aplicacdo dos efeitos fotodinamicos
no tratamento de tumores em humanos foram realizadas em 1903 por Tappeiner e Jesionek
que empregaram uma solucdo aquosa de eosina e luz no tratamento de carcinoma basocelular.

Em 1924, observou-se que moléculas de porfirinas podiam, na presenca de luz,
tornarem-se toxicas para tecidos doentes. No periodo de 1960 a 1967, Lipson e colaboradores
(LIPSON; BALDES, 1960), investigaram um acUumulo preferencial de um derivado
hematoporfirinico (HpD) em tumores, utilizando camundongos e ratos e observaram que
a incidéncia da luz proporcionou a regressdo da doenca. Subsequentemente, Lipson obteve
sucesso no tratamento de uma paciente com cancer de mama usando HpD e irradiacdo
seletiva do tumor com luz visivel.

Em 1978, o Dr. Thomas Dougherty usou um derivado de hematoporfirina e,
posteriormente, sua forma parcialmente purificada, o Photofrin®, para tratar efetivamente
varias doencas malignas (DOUGHERTY et al., 1978). O isolamento de porfirinas e a
subsequente descoberta das propriedades de localizagao preferencial em tumores, assim como
os efeitos fototoxicos no tecido tumoral levaram ao desenvolvimento do diagnéstico do
cancer pela fluorescéncia (DF), ou do inglés Photodynamic Diagnostic (PDD) e da Terapia
Fotodindamica (TFD), ou Photodynamic Therapy, (PDT) (DOUGHERTY et al., 1978,
ACKROYD et al., 2001, BROWN.; BROWN; WALKER, 2004).
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A partir dos trabalhos de Dougherty e sua equipe, a TFD passou a ser reconhecida
como mais um tratamento para o cancer, tendo sido empregada com sucesso no tratamento de
varios tipos de tumores. Thomas Dougherty foi um dos principais fundadores do mais
avancado centro de Terapia Fotodinamica, vinculado ao Roswell Park Cancer Institute, nos
E.U.A. Dougherty estabeleceu um procedimento para o preparo de HpD e, por fim,
desenvolveu um método que seguiu as normas estabelecidas pela Food and Drug
Administration (FDA) para o preparo do fotossensibilizador em larga escala.

Atualmente, a TFD esta sendo testada em clinicas para o uso na oncologia — para 0
tratamento de varios tipos de tumores malignos, canceres de cabega e pescogo, cérebro,
pulmdo, pancreas, prostata, mama e pele, entre outros (DOLMANS; FUKUMURA,; JAIN,
2003).

2.2.2 Principios da Terapia Fotodinamica

A TFD é uma modalidade de tratamento que envolve a administracdo de um
fotossensibilizador (FS) e sua ativacdo por luz. O fotossensibilizador € um composto que ndo
¢ ativo no seu estado fundamental e que absorve luz na regido visivel. O principio TFD ¢é
introduzir no organismo do paciente o FS, e ap6s certo tempo iluminar a regido a ser tratada
com luz (Figura 3); a luz ativa o FS, produzindo espécies ativas de oxigénio e radicais livres

que destroem seletivamente as células-alvo.
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Figura 3. Principio basico da TFD: 1. Introducéo do FS no paciente; 2. Tempo de incubacdo do FS e
concentracdo do FS no tumor; 3. Irradiacdo da regido com luz visivel; 4. Destruicdo do tumor.

Comparado com os métodos atuais de tratamento, a TFD possui a vantagem de ser um
método mais efetivo e seletivo na destruicdo de células tumorais sem destruir as células

vizinhas normais. A TFD é util na Medicina, pois a a¢do da luz visivel ndo causa danos aos
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tecidos sadios, diferentemente dos métodos atuais de tratamento, tais como radioterapia e
quimioterapia. Estes métodos, pela auséncia de citotoxicidade seletiva, induzem profunda
imunodeficiéncia, reduzindo assim a resisténcia do organismo do paciente (RUBIN, 1977).
Além disso, a quimioterapia pode induzir diversos efeitos colaterais, como alopecia (queda de
cabelo), vémitos, fragilidade de superficies mucosas, lesGes em valvulas cardiacas e ainda
causar resisténcia nas células tumorais. A radioterapia pode induzir novas neoplasias devido a
exposicao as radiacdes ionizantes. Diferentemente, a TFD apresenta vantagens, pois é seletiva
na destruicdo de células tumorais sem destruir as células vizinhas normais. Além disso, os FS
usados em TFD ndo sdo tdxicos em seu estado ndo excitado (fundamental) e a irradiacdo com
luz visivel ndo produz danos para o organismo do paciente.

Comparada com outras terapias citotdxicas, a TFD tem a vantagem de dupla
seletividade: ndo apenas o FS pode ser direcionado para as células ou tecido doente, mas
também a luz pode ser precisamente focalizada no local da lesdo. Se necessario, 0
procedimento pode ser repetido varias vezes, uma vez que ndo ha efeitos toxicos cumulativos
e é, usualmente, ndo invasivo. Devido ao seu baixo risco, pode ser usado em pessoas idosas
ou que estdo debilitadas demais para serem submetidas a uma cirurgia.

Além disso, a TFD possui aplicagdes ndo-oncoldgicas, sendo utilizada para
tratamentos dermatolégicos e na inativacdo de microrganismos, técnica conhecida como
inativacdo fotodinamica.

O unico efeito colateral de TFD é a sensibilizacdo a luz do corpo do paciente, que é
contornada evitando exposigdo a luz solar e luz interna muito intensa por um periodo de até 6

semanas, dependendo do FS.

2.2.3 Mecanismos Fotoquimicos e Fotofisicos da Terapia
Fotodinamica

O efeito fotoquimioterapéutico esta baseado na producéo de espécies ativas pela acéo
da luz visivel que induzem a morte celular. Estas espécies sdo formadas devido a
fotoexcitacdo das moléculas do FS através da luz.

Tipicamente, a luz aplicada é da regido de 600 a 800 nm, chamada "janela
terapéutica”, onde os tecidos bioldgicos séo relativamente transparentes e a absorcdo desta

irradiacdo por moléculas endogenas do sistema bioldgico € baixa. Entretanto, para o
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tratamento de doenca na superficie e tumores ndo macicos podem ser utilizados os FS que
possuem a absorcdo na regido espectral A <600 nm.

O FS, apos absorver um foton, sai de seu estado fundamental singleto (Sp) e é
promovido a um estado singleto de maior energia (S,), decaindo rapidamente por processos
ndo radiativos ao mais baixo estado excitado singleto (S;). Através do processo de
cruzamento inter-sistemas, caracterizado pela inversdo do spin eletrdnico, a molécula do FS
pode passar do estado S; para o estado excitado tripleto (T;) caracterizado por um tempo de
vida muito mais longo do que o estado S; (Figura 4).

O efeito fotodinamico é baseado em dois mecanismos:

Mecanismo Tipo I: O composto fotoativo no estado S; ou T; pode, por reacGes de
oxidacdo e reducdo com diferentes biomoléculas, ser foto-reduzido, que por transferéncia de
um elétron & molécula de oxigénio, gera espécies reativas como perdxidos (ROOY), &nion
superéxido (Oy), anion radical hidroxila (OH*), etc, provocando a destruicdo da membrana

ou de macromoléculas. Finalmente o fotossensibilizador volta para seu estado fundamental.

Mecanismo Tipo Il: A molécula no estado T; transfere energia para a molécula de
oxigénio cujo estado fundamental é tripleto (30-), formando oxigénio singleto (*O,). O '0,é a
chave intermediaria no processo fotodinamico, sendo o principal responséavel pela inativacao
da célula. Ele pode induzir vérias reagdes com componentes moleculares da célula, tais como:
DNA, proteinas, fosfolipidios da membrana celular, mitocondrias, lisossomos, etc., tendo
como o resultado a morte da célula e, de um modo geral, a destruic&o do tumor. O *O, possui
tempo de vida em agua de aproximadamente 4ps, € em sistemas bioldgicos, esse tempo € mais
baixo, inferior a 0,04us (BAGNATO, 2008). Em funcdo disso, seu raio de acdo é
extremamente reduzido (<0,02um), atuando apenas onde ¢ produzido, fator importante para a

TFD que tem como base o efeito fotodinamico localizado.
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Figura 4. Reagdes fotofisicas do mecanismo da TFD. (adaptada de KONAN et al., 2002).
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O fator que determina se irdo ocorrer mecanismos do Tipo | ou do Tipo Il é a
competicdo entre o0 substrato e o oxigénio molecular pelo estado excitado do
fotossensibilizador. Em sistemas atualmente usados em clinicas, a porcentagem de ocorréncia
do mecanismo tipo | é de aproximadamente 10% enquanto a ocorréncia do mecanismo tipo Il
é de até 90% (BONNETT, 1995, BYRNE, 2004, TRIVEDI, 2000). Entretanto, este parametro
pode variar dependendo das caracteristicas do FS como da natureza do alvo da sua acao.

O estudo dos efeitos do ambiente nas caracteristicas de um FS é essencial,
especialmente os efeitos causados devido a presenca de estruturas micro-organizadas, tais
como DNA, proteinas e membranas celulares, principais estruturas com o0s quais 0s FS
interagem no organismo (OLEINICK; EVANS, 1998).

Sob a acdo da luz visivel os FS podem ser transformados, por um lado perdendo sua
fotoatividade e, por outro, formando os fotoprodutos que podem ser tdxicos para 0 organismo.
A velocidade de fototransformacdo depende de varios fatores, tais como interacdo com
estruturas do organismo (membranas celulares e biopolimeros) e reacdo com diversos
compostos. Entre os Gltimos, o oxigénio molecular possui o interesse especial, pois:

e suprime efetivamente os estados excitados do FS, diminuindo assim, sua
fotoatividade;
e 0 oxigénio singleto, formado devido a transferéncia da energia de estados excitados de

FS para oxigénio molecular, pode induzir rea¢des de oxidagdo das moléculas do FS.
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2.3 Agregacao

Um agregado pode ser considerado um aglomerado de particulas ou moléculas que se
juntam sem ligacdo quimica. O agregado € caracterizado por sua estrutura espacial (posi¢do
relativa de particulas dentro do agregado) e pelo nimero de agregacdo n (nimero médio de
particulas no agregado).

Os agregados podem ser homogéneos ou heterogéneos. Os homogéneos sao
constituidos de moléculas (monémeros) do mesmo composto que se unem formando
agregados de diversos graus de agregacdo (dimeros, trimeros, quadrimeros, etc.), e 0s
heterogéneos sdo os que incluem na sua estrutura moléculas diferentes. As propriedades
eletronicas e Gticas dos agregados moleculares sdo diferentes daquelas dos seus monémeros
constituintes.

Os estudos da agregacdo de compostos em sua interacdo com sistemas biol6gicos e
biomiméticos sdo de grande importancia para a Medicina e a Biologia, bem como para o
desenvolvimento tecnolégico. O fenbmeno da agregacdo é usado atualmente em varias areas
da ciéncia e de tecnologia moderna, inclusive em nanotecnologia, na producdo de novos
dispositivos nanoeletronicos, sensores, etc. Na Medicina moderna, o fendmeno de agregagéo
compoe a base de transporte de farmacos no organismo (“drug delivery”).

Em particular, a agregacao afeta a atividade fotodinamica dos fotossensibilizadores,
pois induz a reducdo dos rendimentos quanticos e tempos de vida dos estados excitados
singleto e tripleto e, consequientemente, reduz a producao de oxigénio singleto. Os efeitos que
sdo responsaveis pela formacdo de agregados sdo: efeito hidrofébico, interacdo eletrostatica,
formacé&o de pontes de hidrogénio e complexos-m.

A agregacdo apresenta um aspecto especial para 0s compostos com sistema
desenvolvido de conjugacdo m na sua estrutura. A presenca desse sistema determina duas
caracteristicas intrinsecas dos compostos: intensa absorcdo Otica na regido visivel e
relativamente alta hidrofobicidade. A primeira caracteristica que permite chamar esses
compostos de “fotossensibilizadores” (FS) 0s torna promissores para aplicacfes na medicina
como as sondas da fluorescéncia (se possuem a mesma) ou como FS na fotoquimioterapia (se
possuem fototoxicidade). A segunda caracteristica determina sua afinidade para os sitios
hidrofobicos nas proteinas, no DNA e nas membranas celulares, assim como a sua tendéncia

de agregar aos meios aquosos. Mesmo na forma ibnica, quando esses cOmpostos sdo
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relativamente soliveis em agua, eles preservam essa tendéncia e demonstram as propriedades

anfifilicas.

2.3.1 Efeitos que influenciam a formacéao de agregados

2.3.1.1 Interacdo Eletrostatica

Em agregados homogéneos formados por moléculas carregadas, estas sofrem repulséo
eletrostatica cuja energia é a energia Coulombiana:

QZ
W, = 10
N Az, r (10)

em que Q é a carga do mondmero, & é a constante dielétrica do meio e r é a distancia entre 0s
mond&meros.

Quando os mondmeros possuem 0s momentos dipolos permanentes, a forca entre eles
depende da orientacdo relativa de mondmeros. Para os monémeros livres a forca resultante é

atrativa. A energia dessa interacdo (energia de Keesom) é:

—y*
W = oeTes (1)
3(47ey) KTr

em que U é o momento dipolo do monémero, k é a constante de Boltzmann e T é a
temperatura.

Além dessas interacdes, entre duas moléculas ou dois &tomos sempre existe uma forca
atrativa conhecida como “for¢a de London”, “forca de dispersdo”, ou “for¢a de dispersdo de
van der Waals”. A origem dessa for¢a ¢ a interacdo entre dois dipolos, que cada particula

induz uma na outra. A energia dessa interacdo (energia de dispersao de London) é:

3 hva®
W= (12)
4 (Arey)°r

em que h é a constante de Planck, v é a frequéncia de absorcdo eletrénica e o é

polarizabilidade elétrica da molécula.
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Entre essas trés interagdes, a repulsiva é de longo alcance, pois é proporcional a 1/r°.
Os dois atrativos, que sdo proporcionais a 1/r°, sdo mais eficientes nas distancias curtas.

Além disso, nas distdncias muito curtas entre as moléculas, mais uma interacao
repulsiva se destaca devido, principalmente, & repulsdo eletrostatica entre os nucleos de
atomos que compdem as moléculas. Essa interacdo repulsiva é proporcional a 1/r*2.

A energia potencial da interacdo total pode ser apresentada pelo potencial de Lennard -

Jones mais a energia da repulsao (Figura 5):

T ]

Lennard - Jones (-A/r°+B/r'%)
—— Lennard - Jones + 1/r?

Energia potencial

| s | s | s | s | s | s

. . . T T T T i T T T

Distancia entre as moléculas (r)
Figura 5. Curvas de energia potencial para interacdo de particulas.

Para se juntar e atingir o minimo da energia potencial, as moléculas carregadas devem

ultrapassar uma barreira potencial que existe devido a repulsdo eletrostética.

2.3.1.2 Efeito hidrofébico

Quando moléculas hidrofobicas ou anfifilicas que interagem fracamente com
moléculas de agua sd@o introduzidas numa solucdo aquosa, estas quebram as ligagdes
hidrogénio entre as moléculas de agua alterando a sua estrutura. Esse processo €
acompanhado pelo aumento da energia livre da solucdo. A tendéncia das moléculas

hidrofobicas é a de promover a associacdo das regides ndo polares de duas moléculas, fazendo
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com que o numero de ligagbes hidrogénio quebradas diminua e, consequentemente, o
aumento da energia livre se tornara relativamente menor. Esta é a descricdo simplificada do
efeito hidrofobico. Este efeito é o principal na formacdo de membranas bioldgicas, micelas,
vesiculas, etc. Dependendo do tamanho e da hidrofobicidade das moléculas, essa interagdo

pode ser considerada tanto de longo quanto de curto alcance.

2.3.1.3 Ligacéo de Hidrogénio (ou Pontes de hidrogénio)

A ligacdo de hidrogénio se forma entre uma molécula doadora (D-H) e uma aceitadora
(A), envolvendo atomos eletronegativos conectados por um atomo de H. Para ocorrer esta
ligagdo, os mondmeros devem se aproximar para que as nuvens eletrénicas dos 4&tomos que
formam essa ligacdo se sobreponham. Esta interacéo é eficiente para distancias curtas (~ 2A)

e pode aumentar a profundidade do poco de energia, favorecendo a estabilizacdo do agregado.

2.3.1.4 Formacao de complexos tipo z-x

As moléculas com sistemas desenvolvidos de conjugacdo m sdo capazes de formar

complexos através da sobreposicao de suas nuvens de elétrons = (Figura 6):

Figura 6. Sobreposi¢do de nuvens de elétrons-z durante agregacao de duas moléculas na auséncia (a) e (b) na
presenca de ions de sal (positivos ou negativos).

Como no caso de pontes de hidrogénio, esse tipo de ligacdo também se torna eficiente
somente nas distancias curtas.
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2.3.2 Tipos de agregados

Na literatura sdo considerados dois tipos basicos de agregados de moléculas (KASHA,
1963):
e agregados do tipo J ou “edge-to-edge” cujo angulo entre os mondmeros é de 180°, e

e agregados do tipo H ou “face-to-face” cujo angulo entre os mondémeros ¢ 0°.

A geometria desses tipos de agregados esta representada na Figura 7:

—
1
C——1 | 1 I | | ] |
— [
Agregados tipo H Agregados tipo J

Agregados tipo HJ
Figura 7. Geometria de agregados de tipos H, J e HJ.

Em muitos casos podem ser observados os agregados de tipo misto HJ, onde o contato
“face-to-face” ndo é completo.

A estabilidade do agregado depende da sobreposicdo de nuvens de elétrons dos
monomeros. Por isso o0s agregados H, que possuem maior possibilidade para essa
sobreposi¢do, deveriam estar mais estaveis. Contudo, varios fatores podem atrapalhar a
formacédo de agregados do tipo H, favorecendo a formacédo dos mesmos do tipo J. A formacéo
dos agregados do tipo J de diversos sistemas foi demonstrada experimentalmente e
teoricamente (VAN DER AUWERAER; SCHEBLYKIN, 2002, SHKLYAREVSKIY, 2002,
VON BERLEPSCH; KIRSTEIN; BOTTCHER, 2002).
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2.3.3 Efeito dos agregados sobre estados excitados e
paramagnetismo

O rendimento quantico ¢t e 0 tempo de vida tr do estado tripleto do FS diminuem
com o0 aumento de probabilidade dos processos nédo radioativos, Cl e CIS, na perda da energia

da excitacdo eletrénica. O mesmo podemos dizer sobre o € t7, POIS:

on = Kn / (ka + kei + Keis) (13)
1 = 1/ (ka + kei + Keis) (14)

A agregacdo aumenta a probabilidade de Cl e CIS (aumenta K¢ € Kcis), diminuindo
o, Tr, @7 € Tr . 1sso pode influenciar a eficiéncia do composto na sua aplicagdo como sonda
ou FS.

2.4 Surfactantes e Micelas

Tensoativos (ou surfactantes) sdo substancias anfifilicas compostas por uma parte
polar (hidrofilica) e outra apolar (hidrofdbica). A parte hidrofébica, que ndo possui momento
de dipolo permanente, é formada geralmente por uma longa cadeia hidrocarbénica com oito
ou mais atomos de carbono. A parte hidrofilica ou “cabega polar” possui geralmente um
momento dipolo permanente ou pode ser facilmente polarizada (Figura 8). Essa parte pode, ou
ndo, conter cargas. Com base nestas cargas, 0s tensoativos sdo classificados como ani6nicos,

cationicos, ndo idnicos e zwitteridnicos.
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ar fragmentos hidrofébicos
agua fragmentos hidrofilicos
(A)
sendo: fragmento hidrofobico (apolar), no caso do SDS = CH,4(CH,),,

fragmento hidrofilico (polar), no caso do SDS = OSO;Na*

Figura 8. llustracéo do arranjo de moléculas de anfifilicos em 4gua: (A) na interface agua-ar e (B) no arranjo
micelar.

Atingindo certa concentracdo, chamada concentracdo micelar critica (CMC), 0s
tensoativos formam agregados termodinamicamente estveis com uma estrutura definida que
recebem o nome de micelas. A CMC € definida como a concentracdo de tensoativos
necessaria para a formacdo de micelas. As micelas sdo caracterizadas por seu perfil espacial,
tamanho e por um ndmero de agregacdo, ou seja, uma quantidade média de monbémeros
necessarios para a formacdo da micela (NEUGEBAUER, 1994). Estas caracteristicas variam
dependendo do pH, forca idnica, presenca de outras moléculas, etc.

O processo de formacdo de micelas envolve a participacdo de interacbes de diferente
natureza (eletrostatica, van der Waals, efeito hidrofébico) que atuam de modo a estabilizar o
complexo. Este processo é espontdneo e altamente cooperativo e ocorre como resposta as
interagBes desfavoraveis entre a cadeia hidrofobica do surfactante e a 4gua.

A estrutura das micelas mimetiza a estrutura da membrana, tendo em vista
basicamente a presenca das seguintes regiGes caracterizadas de acordo com a constante
dielétrica (¢) (TANFORD, 1980):

a) regido interna hidrofébica, formada pela parte apolar (cadeia hidrocarbdnica) da molécula
do tensoativo. Essa regido ndo contém agua e é caracterizada por uma baixa constante

dielétrica, e =2 - 4;
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b) regido esférica superficial, formada pela parte polar do tensoativo e pelos contra-ions,

caracterizada por € = 5 -18 (camada de Stern);

c) regido intermediaria, entre a parte polar da micela e 0 meio aquoso homogéneo,
caracterizada por um alto gradiente de constante dielétrica (entre 18 e 81) numa distancia que
varia entre 10 e 100 A, dependendo da forga idnica do meio. Esta camada recebe o nome de

camada de Gouy-Chapman.

O SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) (Figura 9) é um tensoativo carregado negativamente.
Sua CMC em solugdes aquosas homogéneas com forca idnica < 0,1 M esta na faixa de 7 a 10
mM e o nimero de agregacdo é de aproximadamente 62 (SHINODA, 1963, ANGHEL,;
CIONAN, 1976).

0O Na*t
|
it A TRA TN RE TN BB

|
O

(IS}

Figura 9. Formula estrutural do SDS.

2.5 Acido desoxirribonucléico (DNA)

O é&cido desoxirribonucléico (DNA) é responsavel pelo armazenamento e transmissao
da informacdo genética. Devido a sua importancia, o DNA é um dos principais alvos para
matar as células.

A molécula de DNA consiste em duas cadeias de nucleotideos dispostas em hélice em
torno de um eixo. As moléculas de DNA sao formadas por constituintes menores que se ligam
entre si. Estes constituintes s&o compostos por: uma base nitrogenada, um agtcar (composto
por 5 carbonos) e um fosfato. O que diferencia cada constituinte séo as bases nitrogenadas,
que sdo: guanina (G), citosina (C), adenina (A) e timina (T). Os constituintes formam uma fita
de DNA através de ligacOes fosfodiésteres entre os fosfatos. As bases de cada cadeia situam-

se dentro da hélice dupla, em planos paralelos entre si e perpendiculares ao eixo da hélice. Em
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cada plano ou cadeia, a base de uma cadeia forma par com a base da cadeia complementar. Na
dupla hélice, as bases unem-se através de pontes de hidrogénio, principais responsaveis pela
estabilidade da hélice. Estas ligacbes formam os pares de bases A-T e G-C. As bases
(hidrofobicas) situam-se dentro da hélice, e os residuos de desoxirribose (hidrofilicos) e de
acido fosférico (ionizado e hidrofilico) localizam-se na periferia. Ao lado das pontes de
hidrogénio que representam o elemento principal de unido entre os dois filamentos
polinucleotidicos da dupla hélice, a interacdo hidrofébica das bases pareadas contribui para
manter a estabilidade da helice de DNA. Os grupos fosforicos, carregados negativamente,
permitem ao DNA combinar-se com moléculas carregadas positivamente (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2000).

O DNA possui carga efetiva negativa pela presenca dos fosfatos e, por isto, moléculas
de FS com carga positiva e com estrutura desenvolvida de conjugacdo © podem ser ligadas em
sua superficie, devido a atracdo eletrostatica entre suas cargas. Além disso, 0 FS pode
intercalar-se no interior da estrutura da hélice, entre os planos formados pelos pares de bases,
devido ao efeito hidrofébico entre o interior do DNA e o sistema de conjugacao © do FS. Este
é o0 caso do AL, que é conhecido como um intercalador classico (NASIM; BRYCHCY, 1979,
LYLES; CAMERON; RAWLS, 2001; BENVIN et al. 2007).

A superficie do DNA é composta por duas regides distintas que se diferenciam pela
geometria. Tais regides sdo denominadas de “minor groove” e “major groove”, sendo que a

primeira forma uma cavidade menor e a segunda, uma maior (Figura 10):

Ma]ur groove E%ur groove

Figura 10. Estrutura da molécula de DNA mostrando as regides superficiais da molécula e as ligagdes
fosfodiéster entre os fosfatos e pontes de hidrogénio, entre as bases.

Quando compostos fotoativos se ligam na molécula de DNA, apos serem irradiados,

podem produzir espécies radicalares ou espécies ativas de oxigénio que irdo interagir com as
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bases podendo destruir 0 DNA; estes compostos também podem transferir sua energia
diretamente para a molécula de DNA.

A interacdo com estruturas bioldgicas pode afetar nas caracteristicas espectrais e nas
probabilidades relativas dos processos de perda de energia da excitagcdo dos FS. Foi mostrado
que a interacdo dos FS com DNA pode induzir os seguintes efeitos:

1. Em baixas concentracdes de DNA, quando a razdo [FS]/[DNA] >1, o DNA estimula a
agregacdo dos FS. Por sua vez a agregacdo aumenta a probabilidade dos processos ndo
radiativos de perda de energia dos FS, reduzindo drasticamente os rendimentos
quanticos e os tempos de vida da fluorescéncia e do estado tripleto dos FS,
diminuindo assim, sua fotoatividade.

2. Quando a razéo [FS]/[DNA] ~ 1, a interagdo com DNA induz a desagregacdo dos FS,
aumentando os rendimentos quanticos e os tempos de vida da sua fluorescéncia e do
estado tripleto, aumentando sua fotoatividade.

3. Quando a razdo [FS]/[DNA] << 1 a interacdo do FS com o DNA estimula a agregacéo
do DNA ao redor das moléculas dos FS. A formacdo desses agregados diminui a
probabilidade de contato das moléculas excitadas de FS com outras moléculas, em
particular, com oxigénio molecular. Isto pode também reduzir sua fotoatividade.

Além disso, podem acontecer as reacGes diretas entre as moléculas do DNA e
moléculas de FS excitadas. Todos esses fendmenos podem afetar o mecanismo e a cinética da

fototransformacéo do FS.

2.6 Oxigénio molecular e oxigénio singleto

Como ja foi citado anteriormente, uma molécula de FS no seu estado excitado tripleto
pode transferir sua energia para uma molécula de oxigénio formando oxigénio singleto, que é
um agente ativo responsavel pelos mecanismos do tipo Il no efeito fotodindmico. O oxigénio
singleto é quimicamente muito ativo, podendo reagir com diversas estruturas biolégicas.

Exemplos dessas rea¢des se encontram na Figura 11.
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Figura 11. ReacBes do oxigénio singleto com moléculas biol6gicas.

O estado fundamental do oxigénio molecular ¢ tripleto (*0,), ou seja, ele possui dois

42

elétrons ndo emparelhados nas duas orbitas diferentes. O oxigénio singleto (*O, ou 1Ag)

corresponde ao estado excitado do oxigénio molecular e possui todos os elétrons

emparelhados (Figura 12). O estado 'A4 tem uma energia de apenas 23kcal acima do estado

fundamental. A transicdo do estado excitado (*O,) para o estado fundamental é proibida

devido a diferenca do estado de spin. Isto determina seu tempo de vida relativamente longo,

que depende da natureza do ambiente. A transicdo *O, — 0, pode acontecer pela emiss&o de

luz (fosforescéncia) com maximo do espectro em 1270 nm. Isto permite usar a espectroscopia

de fosforescéncia resolvida no tempo para detectar a formacgédo do oxigénio singleto.

1. Elétrons emparelhados

0=0s=0—0

2. Elétrons desemparelhados

Figura 12. Estruturas de Lewis para o oxigénio molecular.
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2.7 Implementacéao de estruturas nanoeletronicas usando
moléculas bioldgicas

A procura pela reducdo do tamanho de estruturas eletronicas, tais como o transistor,
por exemplo, fez com que muitos pesquisadores focassem suas pesquisas na manipulacdo de
estruturas de micro- e nano escalas. Por outro lado, a natureza ja controla e manipula
componentes de micro- e nano escala usando o reconhecimento molecular de varios materiais
bioldgicos, tais como DNA, RNA, proteinas, etc. Sendo assim, pesquisadores aplicaram este
conhecimento para implementar nano/microestruturas usadas para deteccdo e diagndstico,
sintese de materiais e fabricacao de novos sistemas eletrénicos (LEE et al., 2007).

O DNA é importante ndo apenas pela sua funcdo genética, mas também por possuir
um “esqueleto” para nanoestruturas e nanotecnologia. A utilizacdo de moléculas de DNA em
circuitos nanoeletrdnicos € muito promissora. Sua auto-montagem e reconhecimento
molecular possibilitam a ajuda em problemas de inter-elementos de fiacdo e posicionamento
na escala nanométrica (RAKITIN et al., 2001). Além disso, sua estrutura em dupla-hélice o
torna um bom candidato para o transporte de cargas em uma dimensao e a longas distancias
(200 nm) (GU et al., 2002; AICH et al., 1999).

Corantes organicos, ligados na superficie ou intercalados dentro da estrutura de DNA,
guando excitados podem ser utilizados como doadores de elétrons, formando uma cadeia de
condutividade (semicondutores organicos). Deste ponto de vista se tornam importantes os

estudos da fototransformagao destes corantes na sua interagdo com DNA.
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O objetivo deste trabalho é estudar a cinética das fototransformacdes do corante
Acridina Laranja, produzidas pela agdo da luz visivel, na sua interagio com DNA e
surfactante carregado negativamente SDS, em funcdo da sua prépria concentracdo e
concentracdes do DNA e SDS, na presenca e na auséncia de oxigénio molecular. O alvo
principal desse estudo foi verificar a ocorréncia de fototransformacdo das moléculas na sua
interacdo com sistemas bioldgicos micro/nanorganizados, acompanhada com a perda da sua
fotoatividade, tendo em vista esclarecer o0 mecanismo de acdo deste corante na sua aplicagéo

em fotomedicina e nanofotoeletronica.
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Este capitulo aborda uma base cientifica para o entendimento dos procedimentos

experimentais utilizados neste trabalho.

4.1 Espectroscopia de absorcao optica

Quando uma onda eletromagnética encontra uma molécula, ela pode ser espalhada
(sua direcdo de propagacdo muda) ou pode ser absorvida (sua energia é transferida a
molécula). A probabilidade relativa da ocorréncia de cada processo € uma propriedade
particular da molécula encontrada. Se a energia eletromagnética da luz é absorvida, a
molécula é dita estar excitada ou em um estado excitado. A probabilidade de absorcdo, para
uma molécula, num Unico comprimento de onda da luz incidente é caracterizada pelo
coeficiente de absorgdo molar para aquele comprimento de onda (g(4)). Isto é mais facilmente
definido em termos de como ele € medido. Se a luz de intensidade I, passa através de uma
substancia (que pode estar em solucao) de espessura | e concentracdo molar C, a intensidade |

da luz transmitida obedece a lei de Beer-Lambert:
| =1,107¢ (15)
ou
log(1/1,)=-4C (16)

A quantidade log (I/lp) € chamada de absorbancia (A) e, assim, temos a forma mais
conhecida da lei de Beer-Lambert:
A=4dC a7

O aparelho utilizado para medidas de absorcéo é o espectrofotdmetro. Este aparelho
consiste de uma fonte emissora de luz branca e através de um monocromador sdo
selecionados comprimentos de onda definidos. O feixe de certo comprimento de onda incide
sobre uma amostra e um sensor (que pode ser uma fotomultiplicadora ou um fotodiodo, entre

outros) registra a intensidade de luz que atravessa a amostra.
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4.2 Espectroscopias de fluorescéncia e fosforescéncia

A luminescéncia molecular é formalmente dividida em fluorescéncia e fosforescéncia,
dependendo da natureza do estado excitado envolvido no processo. Se o estado excitado
envolvido é singleto, no qual o spin do elétron no orbital excitado mantém sua orientacao
original, tem-se a fluorescéncia (Figura 13). Por outro lado, na fosforescéncia, a orientagdo do
elétron que foi promovido ao estado excitado € invertida (estado excitado tripleto, Tp)
(LAKOWICZ, 1999).

estada estado excitado estado excitado
fundarmental singleto tripleto

Figura 13. Representacéo do estado fundamental e dos estados singleto e tripleto.

Em conseqiiéncia da retencdo da orientacdo original, o retorno de uma populagéo que
se encontra no estado excitado singleto para o estado fundamental (que tem carater singleto) é
permitido e ocorre muito rapidamente, com tempo de vida na ordem de nanossegundos. A
fosforescéncia, sendo um processo proibido pela regra de selecdo de spin, tem tempo de vida
muito mais longo (na faixa de microssegundos até minutos) e isso varia em funcdo da
temperatura e do ambiente onde a molécula se encontra.

As medidas de fluorescéncia e de fosforescéncia baseiam-se no registro de fétons
emitidos pela amostra que acompanha o decaimento de um &tomo ou molécula
eletronicamente excitado para o estado fundamental.

A espectroscopia de fluorescéncia € muito sensivel, j& que no estado excitado 0s
cromoforos sd@o geralmente mais reativos do que no estado fundamental e, portanto, as
perturbacdes fisicas e quimicas exercem uma grande influéncia sobre a emissao fluorescente e
suas propriedades correlacionadas.

Geralmente, deseja-se obter tanto o espectro de excitacdo como o0 de emissdo. Um

espectro de emisséo € a distribuicdo do comprimento de onda de emissdo, medida com um



4. TECNICAS EXPERIMENTAIS 49

comprimento de onda constante de excitagdo. Inversamente, um espectro de excitagdo € a
dependéncia da intensidade de emissdo em um simples comprimento de onda (de maneira
geral, o comprimento de excitacéo).

Medidas de fluorescéncia e fosforescéncia podem ser realizadas de forma continua e

com resolucdo temporal. A seguir, seguem as descri¢Oes de tais medidas.

4.2.1 Espectroscopias continuas de fluorescéncia e de
fosforescéncia

As espectroscopias continuas utilizam um aparelho chamado espectrofluorimetro. Este
aparelho possui uma fonte de luz continua que produz um amplo espectro de energia. O feixe
produzido pela fonte atinge 0 monocromador de excitacdo que transmite luz seletivamente em
um estreito intervalo centrado em um comprimento de onda especifico. A luz transmitida
passa atraves de fendas ajustaveis que controlam a magnitude e a resolucdo, limitando a luz
transmitida. A luz filtrada passa no centro da amostra originando emissdo das moléculas da
amostra. A luz emitida pela amostra entra no monocromador de emissdo, posicionado a um
angulo de 90° do caminho da luz de excitacdo para eliminar o sinal de fundo e minimizar
ruidos devido a luz que ndo foi absorvida. A luz emitida é entdo transmitida em um
comprimento de onda especifico e sai através de fendas ajustaveis, entrando, finalmente, no
tubo fotomultiplicador onde o sinal é amplificado e é criada uma voltagem proporcional a

intensidade emitida.

4.2.2 Espectroscopias continuas de fluorescéncia e de
fosforescéncia com resolucéo temporal

O tempo de vida de fluorescéncia (fosforescéncia) de uma substancia geralmente
representa um valor médio do tempo que a molécula permanece no estado excitado antes de
retornar para o estado fundamental. Medidas do tempo de vida podem revelar a taxa de
transferéncia de energia e a taxa de rea¢Bes no estado excitado, assim como revelar detalhes
sobre as interacbes das moléculas com sua vizinhanca. Como 0s tempos de vida de
fluorescéncia e de fosforescéncia se encontram na faixa de nano- ou microssegundos,
respectivamente, torna-se necessario o uso de dispositivos de alta velocidade e detectores

adequados. Existem trés métodos amplamente usados para medir tempos de vida: 0 método de
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pulsos, 0 método estroboscopico e 0 método harmdnico ou de modulagdo de fases. Neste
trabalho, foi utilizado o método de pulsos, em que a amostra é excitada com um pulso de luz
extremamente curto e € medido o intervalo de tempo transcorrido entre a absorcao do pulso da
luz incidente e a emissdo de um foton de fluorescéncia (fosforescéncia). Este método esta

escrito mais detalhadamente no proximo capitulo.
4.2.2.1Medidas da cinética de decaimento do estado S;

Considere a excitacdo de um fluor6foro com um pulso de luz infinitamente curto,
resultando em uma populacdo inicial (No) de fluoréforos no estado excitado. A taxa de
decaimento da populacéo inicialmente excitada é:

dN(t)
dt

—(ky + Koy + ke )N(T) (18)
em que N(t) é o nimero de moléculas excitadas em um tempo t seguinte a excitacdo; kq é a
constante radiativa e as ndo-radiativas (kc| e kcis) sdo as constantes de perda de energia por
fluorescéncia, conversao interna e por cruzamento intersistémico, do estado S; para o estado

T1. Sendo N(t) = Ng em t = 0, a integracdo da equacao (18) nos da:

N(t) = N,e™” (19)

em que T = (ky + kic + kecis)™ é o tempo de vida do estado excitado. Como consequiéncia,
esperamos que a intensidade de fluorescéncia F(t), que é proporcional a populacao no estado

excitado [F(t) = g N(t)], decaia exponencialmente.
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4.2.3 Medidas do perfil de fosforescéncia do oxigénio singleto

Um dos métodos amplamente usados para determinar o rendimento quantico e o
tempo de vida do estado 'O, (1A¢) do oxigénio molecular é medir sua fosforescéncia. O estado
10, emite fosforescéncia na regido do infravermelho, com méaximo caracteristico em 1270
nm.

O estado T; do AL suprimido pelo oxigénio molecular pode incluir outros mecanismos
além de transferéncia de energia, tais como transferéncia de elétrons, que resulta na formacéo
do anion superoxido O, .

Neste caso, a taxa de decaimento do estado tripleto é expressa pela seguinte equacao:

== =K [T]= (kga +k)ITIIO, 1= (=K, +k,[O,DIT] (20)

em que ko é a constante de decaimento do tripleto na auséncia de O, ky € a constante de
supressdo do estado tripleto do AL devido a transferéncia de energia com a formacdo do
oxigénio singleto e kq; € a constante da supressdo do tripleto pelo oxigénio através de outros
mecanismos..

A taxa de geracdo do 'O, é:

d['0,]
dt

= kqA[T][OZ] - kloz [102] (21)

em que k, € a constante de decaimento do 10,.
2

A concentracdo do estado tripleto do fotossensibilizador em funcéo do tempo é:

[T]=[T,Je"""? (22)

Uma vez que a concentracdo de [O;] € aproximadamente 10 vezes maior que do
fotossensibilizador, podemos considerar [O,] constante nessa equacdo. Sendo assim, a

concentracdo do oxigénio singleto pode ser escrita como:

kqA [TO][OZ] re—t(k0+kq[oz]) _

(ko +K,[O,D) " ") @3)

[102] =

K,

0,
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A primeira exponencial estd associada a formacdo de 'O, devido & transferéncia de
energia do tripleto para o oxigénio molecular, e a segunda reflete o decaimento de 'O, pela

emissdo da fosforescéncia.

A intensidade do méximo do espectro de fosforescéncia do *O; ( ., ) é proporcional a
2

sua concentragéo:

L, =K['0,] (24)

em que K é um coeficiente que leva em conta as caracteristicas de equipamento. Substituindo

a equacdo anterior de 'O, nesta, teremos:

_ kqA [To][oz] J-e—t(k0+kq[02]) _

—tk,
I, = e 2} (25)
kg — (Ko K, [o,n"

Excitando o fotossensibilizador através de um pulso de luz curto e intenso obtém-se
uma curva e realizando o ajuste, calcula-se os tempos de acumulagéo e de decaimento do O,.

Do mesmo experimento obtém-se o rendimento quantico de formagéo do *O,:

J o,
!

abs

b, = (26)

em que lqps é a intensidade da luz absorvida pela amostra.
Aplicando 0 método com uma amostra padrao, o rendimento quantico de formacéo do

10, pode ser obtido como:

_@-107) [1"o
© =10 [17,

., #° o, (27)

em que os indices A e P referem-se a amostra e padrao, respectivamente.
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4.3 Espectroscopia de Espalhamento de Ressonancia da
Luz (ERL)

Esse método esté baseado no fendmeno do aumento de espalhamento Rayleigh da luz
préximo a regiao de absor¢do Otica da amostra (BORISSEVITCH et al., 1997).

Quando a energia eletromagnética passa dentro de uma amostra, ela pode ser
espalhada. O espalhamento aparece pela interacdo entre o campo elétrico da onda, elétrons e
nacleos das moléculas. Na teoria cléssica, a onda produz vibracdes dos elétrons da molécula
que, por sua vez, emitem energia em todas as direcdes.

A intensidade da energia espalhada se determina pela equacédo de Rayleigh:

2 2
legp = A lin (N°CVA)/(2) T—C (1+c0520) (28)
n’+n?

em que A € coeficiente de proporcao, I;, € a intensidade da luz incidente, I, € intensidade da
luz espalhada, n, € o indice de refracdo do ambiente onde a molécula se encontra, n € o indice
de refracdo da molécula espalhadora junto com camadas de solvatacéo, C a é concentracao de
moléculas espalhadoras, V é o volume da particula da molécula espalhadora junto com
camadas de solvatacdo e & = A;, = A, € 0 comprimento de onda da luz incidente e espalhada.

Formalmente, no caso de solugdo homogénea:

N=ny I, =0 (29)
Se existem variacgdes do n (solucdo heterogénea):
N # Ny, legy# 0 (30)

Mas, em solugcdes homogéneas sempre existem também variacGes da densidade pelo

movimento térmico das moléculas e, por isso, sempre aparecem flutuagdes locais do n, que

produzem o espalhamento.

Na presenca da absorcédo Otica dois efeitos aparecem:

1. Diminuigdo da intensidade de luz incidente e da espalhada pela absor¢éo otica de solucdo;

2. Crescimento da intensidade de luz espalhada pelo aumento do indice de refracdo de

moléculas espalhadoras, quando o comprimento de onda da luz espalhada se aproxima do
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comprimento de onda do méximo de absorcdo da molécula. Esse efeito se chama

“Espalhamento de ressonancia da luz”.

2 2
n=1+ K[%j (31)

em que K é um coeficiente de propor¢do, Amax € 0 comprimento de onda do maximo de

absorcéo e A é o comprimento de onda da luz espalhada

A = Amax ; N — © (32)
2 A2
LN | (33)
n°+n,

Na teoria classica esse efeito se explica pelo efeito de ressonancia entre a frequéncia
da onda incidente e a frequéncia propria das oscilacdes dos elétrons dentro da molécula.

Tendo em vista que a intensidade de espalhamento € proporcional a concentragdo e ao
quadrado do volume das particulas espalhadoras, podemos concluir que, para os agregados, a
intensidade deve ser proporcional ao numero de agregacao.

Assim:

lert = K Vag” Cag = K Caq V2N =K (C/n) VP n? =K CV?n=K; Cn (34)

em que K e K; sdo os coeficientes de proporcionalidade, n € o nimero médio de agregacéo,
Cay € a concentracdo de agregados, C é a concentracdo de mondémeros, V € o volume do
mondmero e Vag = (V n) é o volume médio de agregados. Podemos ver que esse método pode

ser usado para estudos de agregacao e avaliacdo do nimero médio de agregacao.
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5.1 Preparacéo das amostras

O corante Acridina Laranja foi obtido da Sigma Aldrich. Todos os experimentos foram
realizados a temperatura ambiente e as solu¢Bes foram preparadas em &gua purificada com
sistema “Milli-Q”. As concentragoes de AL foram determinadas através do coeficiente de
absorcéo molar determinado experimentalmente (secdo 5.2).

Foi também preparada uma solucéo estoque de SDS. A partir dela foi possivel estudar
a interagcdo do corante com as micelas.

Para o estudo da interacdo do AL com DNA, foi utilizado DNA de timo de bezerro
(Worthington Biochemical Co (USA)). Os experimentos com DNA foram feitos com tampao
fosfato, em pH 6.8. O tampédo consiste de NaH,PO, (5.0 mM) e Na,HPO, (2.5 mM)
dissolvidos em agua “Milli-Q”. A solugdo estoque de DNA foi preparada um dia antes do
experimento e mantida a 4°C. A concentracdo de DNA foi obtida através do coeficiente de
absorc¢do molar €,60 nm = 1,32 x 10* M*cm™, determinado em pares de bases (PASTERNACK
et al, 1993). A partir dessa solucdo estoque de DNA foram preparadas solugdes de DNA e
AL, em diferentes concentragdes, para verificar suas interacoes.

5.2 Calculo do coeficiente de absorcédo molar do AL

Para o célculo do coeficiente de absor¢cdo molar do corante AL, utilizamos uma
solucdo estoque de AL em agua e, a partir dela, preparamos solu¢bes em diferentes
concentragdes, chegando a concentragdes bem baixas para excluir a influéncia das interac6es
entre as moléculas e formacdo dos agregados do AL (excluindo essas interagdes, a
dependéncia entre a absorbancia e a concentracao deve ser linear). Tracamos entdo um grafico
do pico de absorcao (A) de cada solugdo em fungdo da concentragéo de cada uma (Figura 14).
Pela equacdo A= &IC, podemos verificar que o grafico de AXC é uma reta que passa pela
origem e o coeficiente angular desta reta nos fornece o valor do coeficiente de absor¢do molar

.
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Figura 14. Gréfico demonstrativo da absorbancia em funcéo da concentracéo para o calculo do coeficiente de
absor¢do molar.

Devido a grande divergéncia dos valores do coeficiente de absorcdo molar do corante
AL encontrados na literatura (GURRIERI et al, 1996, MAKAROV, 2006) decidimos
determinad-lo neste trabalho. O valor médio obtido através de quatro experimentos
independentes foi €490 = 38750 + 2618 M™cm™. Este valor se aproxima mais do valor
encontrado por MAKAROV. Para experimentos com DNA, em que o AL foi preparado em
solucdo tampdo, também foi feito o calculo do coeficiente de absor¢cdo molar. O valor
encontrado foi €490 = 35153 + 4495M™ cm™. Se compararmos os dois resultados, podemos
observar que ambos estdo bem préximos. Por motivo de convencéo, utilizamos para todos 0s

calculos de concentracdo o valor calculado em agua.

5.3 Espectroscopia de absorcéo

Neste trabalho usamos a técnica de espectroscopia de absorcdo para a analise do
comportamento do corante AL em solucBes aquosas e na presenca de DNA e SDS, variando a
concentracdo dos compostos. Também foi utilizada esta técnica nos estudos da cinética de

fototransformacdo do AL em solucgdes aquosas e na presenca de DNA e SDS, em funcéo do
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tempo de irradiacdo. O equipamento utilizado foi um espectrofotobmetro Beckman Coulter™

DU®640, utilizando cubeta de quartzo de 1 cm de espessura.

5.4 Espectroscopias de Fluorescéncia e de Fosforescéncia

5.4.1 Espectroscopia continua de fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia estatica foram realizadas em um espectrofluorimetro
Hitachi F-7000, com uma lampada de xenénio de 150W, como fonte de luz. Foram realizadas
medidas dos espectros de emisséo de fluorescéncia e de excitacdo. O comprimento de onda de
excitacdo utilizado para medidas dos espectros de emissdo foi 462 nm. Ja, 0 comprimento de

onda de emissao utilizado para medidas dos espectros de excitacdo foi 550nm.

5.4.2 Espectroscopia de fluorescéncia com resolucdo temporal

Os experimentos de fluorescéncia com resolugdo temporal foram realizados
empregando um sistema baseado no método de correlacdo temporal de fétons Unicos (Time-
correlated single photon counting - TCSPC). A fonte de excitacdo é um laser pulsado
Tsunami 3950 (da Spectra Physics) de titanio-safira (Ti:sapphire) bombeado por laser de
estado sélido Millenia Xs (Spectra Physics). No método de pulsos, que utilizamos neste
trabalho, a amostra é excitada com um pulso de luz extremamente curto e é medido o
intervalo de tempo transcorrido entre a absorcdo do pulso da luz incidente e a emissdo de um
foton de fluorescéncia (fosforescéncia). Repetindo esta medida vérias vezes sera construido
um histograma, cujo perfil reflete o perfil da intensidade da fluorescéncia (fosforescéncia) em
fungéo do tempo.

O laser de estado sélido tem uma saida de poténcia maxima de 10W no comprimento
de onda de 532 nm. Ele é bombeado por um diodo FCbar™. O meio de ganho é o Nd:YVO..
O cristal dobrador €é de triborato de litio (LBO), com tecnologia QMAD.

A frequéncia de pulsos gerada no Tsunami foi ajustada por um Pulse Picker 3986
(Spectra Physics). A saida do laser é dada entre 850 e 930 nm. O comprimento de onda pode
ser escolhido com o auxilio de geradores de harmdnicos, como o Flexible Harmonic

Generator (FHG), da Spectra Physics, que podem dobrar ou triplicar a frequéncia. O pulso de
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excitacdo é direcionado para o espectrdmetro Edinburgh FL900, com configuracdo em
formato de L. O comprimento de onda de emissédo é selecionado por um monocromador e 0s
fotons emitidos séo detectados por uma fotomultiplicadora refrigerada Hamamatsu/C4878/ e
sdo correlacionados temporalmente com os pulsos de excitacdo por meio de um conversor
tempo-amplitude. A largura & meia altura da funcdo da resposta do instrumento é tipicamente
0,2 a 0,5 ns. As medidas foram feitas com uma resolugéo temporal de 24ps por canal. O
software F900, fornecido pela Edinburgh Instruments, foi utilizado para analise inicial dos
dados de decaimento. A inspecdo do ajuste dado pelo software foi feita pela observacdo dos
graficos dos residuos e do pardmetro estatistico y* (qui-square) reduzido.

Neste trabalho, esta técnica foi utilizada para estudar a cinética de decaimento do

estado S; do AL na sua interacdo com DNA e SDS.

5.4.3 Medidas do perfil de fosforescéncia do oxigénio singleto

Nos experimentos de deteccdo do oxigénio singleto utilizou-se um sistema laser
pulsado Nd-YAG, da Continuum, modelo Surelite I-10, pulso de 8 ns e frequéncia de repeti¢éo
de 10 Hz. O equipamento (Figura 15) foi ajustado para utilizacdo do terceiro harmdnico,
como fonte de excitacdo em 355 nm. A poténcia de trabalho utilizada foi de 30 mW por pulso,
determinada a partir de um power meter (Field Master of Coherent) com uma cabeca de
deteccdo de modelo L-30V alinhado ao receptaculo de amostra. Para leitura do espectro UV-
visivel foi utilizada uma lampada de tungsténio/halogénio de 400W. Os decaimentos do tipo
exponencial foram detectados a partir de um monocromador M300, da Bentham Instruments
acoplado a um detector fotovoltaico Hamamatsu modelo R928P. Os sinais foram entdo
convertidos a partir de um osciloscopio digital Tetronix TDS 340A ligado diretamente ao
microcomputador e, entdo, processado e analisado utilizando-se o software operacional da
Edinburg Analytical Instruments. Para determinacdo dos decaimentos de fosforescéncia do
10, em 1270 nm, utilizou-se um detector de fotodiodo de germanio modelo 8232, da North
Coast Scientific Corporation, operando a 77K. Adaptou-se um filtro de silicio e uma lente
converte como anteparos a iris da multiplicadora para excluir qualquer sinal residual de

fluorescéncia para comprimentos de onda de emissao inferiores a 800 nm.
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Figura 15. Representacdo esquematica do sistema laser pulsado Nd-YAG.

Neste trabalho esta técnica foi usada para obter a cinética de acumulacdo e de
decaimento do oxigénio singleto formado pela transferéncia de energia do estado T; do AL
para 0 O,. Para estas analises foram preparadas amostras de AL em solugdes homogéneas e
solucdes de AL com DNA e SDS. As soluces foram saturadas com oxigénio durante um

intervalo de 20 minutos, em constante agitacéo.

5.5 Medidas da cinética de fototransformacao do AL

Para medir as cinéticas de fototransformacdo do AL, as amostras foram irradiadas com
uma lampada de xenbénio RLO XBO 75W / 2 — OSRAM acoplada a um filtro com um
espectro de transmissdao A > 410nm (Figura 16). A intensidade da luz branca foi de 550
mW/cm? e, na faixa 490+2 nm, a intensidade foi 40 mWj/cm?. Para evitar efeitos de
aquecimento da amostra, uma cubeta de quartzo de espessura 1 cm preenchida com agua foi

posicionada entre a fonte da irradiagéo e da amostra.



5. MATERIAIS E METODOS 61

1,04

0,8 1

0,6 1

0,4 -

Absorbancia

0,2 1

0,0 H

T T T T T
400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 16. Espectro de absor¢éo do filtro com transmissdo A > 410nm.

A cinética de fotodecomposicdo foi medida através do monitoramento dos espectros
de absorcdo das amostras em funcdo do tempo da irradiacdo. Os intervalos de tempo de cada
irradiacdo variaram de acordo com a velocidade de decaimento da banda de absorcdo. Os
espectros de absorcdo foram monitorados com espectrofotometro Beckman-Counter DU-640,
utilizando cubeta de quartzo de 1 cm de espessura.

Para verificar o efeito do oxigénio molecular, foram preparadas amostras
desoxigenadas, obtidas com a insercdo de nitrogénio comprimido durante um intervalo de

tempo de aproximadamente 10 minutos, em constante agitacao.

5.6 Medidas de espalhamento de ressonancia da luz

Neste trabalho, utilizamos a técnica de espalhamento de ressonancia da luz para
verificar a formagéo de agregados do AL na sua interagdo com SDS. O aparelho utilizado foi
0 espectrofluorimetro Hitachi F-7000 em regime de varredura sincrénica dos

monocromadores de excitacdo e de emisséo.



62

6. RESULTADOS E DISCUSSOES



6. RESULTADOS E DISCUSSOES 63

6.1 Estudos espectroscopicos do AL e da dinamica de sua
fototransformacao em solucg6es aquosas homogéneas

6.1.1 Espectros de absorcao optica e de fluorescéncia

A partir de solugdes de diferentes concentracbes de AL em solugbes aquosas,
realizamos medidas de absorcdo Optica a fim de verificar o seu comportamento. Os espectros
desses experimentos estdo apresentados na Figura 17(A) e a razdo entre as absorbancias dos

dois picos (em 475 nm e 490 nm), pode ser visualizada na Figura 17(B).
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Figura 17. (A) Espectros de absor¢ao dptica do AL em diferentes concentragdes em solucdes aquosas; (B)
Raz&o entre as absorbancias do espectro de absor¢do do AL em comprimentos de onda 490 nm (A490) e 475 nm
(A475), em funcéo da sua concentragdo, em solucdes aquosas.

Podemos ver que o perfil dos espectros depende da concentracdo do AL. Assim, a
absor¢do do ombro em A = 475 nm relativamente aumenta em relagéo a absorgdo do pico em
A =490 nm. O crescimento relativo da absorcdo em A = 475 nm esta associado na literatura
com a formacéo de agregados do AL (OHTSU; NISHIDA; TSUDA, 1975) que por sua vez,
apesar de ser bem soltvel em agua, possui também certa hidrofobicidade, devido ao sistema

desenvolvido de conjugacéo r na sua estrutura.
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Os espectros de excitagdo e emissdo de fluorescéncia do AL em 4&gua estdo

apresentados nas Figuras 18 (A) e (B), juntamente com a curva da cinética de decaimento de

fluorescéncia (Figura 18 (C)).
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Figura 18. (A) Espectro de excitacdo de fluorescéncia do AL em &gua (B) Espectro de emissdo da fluorescéncia
do AL em agua (C) Curva da cinética de decaimento da intensidade da fluorescéncia do AL em agua.

O espectro de excitacdo apresenta um pico em 495nm, sendo este um valor bem

préximo ao pico de absorcéo do corante (490nm), como ja era de se esperar. O valor maximo

da intensidade de fluorescéncia é em torno de 530nm.

6.1.2 Dinamica de fototransformacao

A irradiagdo das solu¢Ges homogéneas do AL com luz visivel induz mudangas nos

seus espectros de absorc¢éo, indicando a transformacéo do AL estimulada pela luz.

A fototransformacdo do AL foi estudada em funcdo da concentracdo do corante. Para

experimentos de AL em solugbes aquosas, foram estudadas cinco diferentes concentracdes,
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sendo elas: 5,2 x 10°M, 3,9 x 10°M, 2,1 x 10°M, 1,0x 10°M e 5,2 x 10°M. Para cada
medida, foram variados os tempos de irradiacdo de acordo com a velocidade de decaimento
das bandas. As medidas de fotdlise foram feitas na presenca e na auséncia de oxigénio
molecular.

Nas Figuras 19 e 20, temos o0s espectros de absorcdo do AL (3,9 x 10°M) em funcéo

do tempo de irradiacdo, na presenca e na auséncia de oxigénio molecular, respectivamente.

1,6 4
Tempo (min)
1,4 0
—5
15
1,2 4 —_—30
50
.© 1.0 1 —75
g 105
i‘g“ 0,8 — 145
3 ——185
-g: 0,6 1 —225
— 265
—315
0.4 ——365
—415
0,2 1 465
0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500 550

Comprimento de onda (nm)

Figura 19. Espectros de absorc&o 6tica do AL 3,9 x 10°M na presenca de O,, em func&o do tempo de
irradiacao.
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Figura 20. Espectros de absorcéo 6tica do AL 3,9 x 10°M na auséncia de O, em funcéo do tempo de
irradiacao.

Observamos que o AL sofre fototransformacdo sob a acdo da luz visivel e isto foi
observado para todas as concentracdes estudadas. Observando 0s espectros nota-se também a
presenca de pontos isobésticos em torno de 310 e 420nm. Pontos isobésticos sdo interseccdes
maltiplas de uma familia de curvas de absor¢do. Sua natureza é a seguinte: a absorcdo

continua (A) da solucdo durante a fototransformacao de um composto €:

A =Aa + Arp = &aCall + gpCrpL (35)
em que & e aep Sd0 0s coeficientes de absor¢do molar e Ca. e Crp S&0 as concentragOes do
AL e do fotoproduto, respectivamente, e L é o caminho 6ptico da amostra.

Mas Ca. + Crgp = Co, que € a concentracdo inicial do AL (ou seja, antes da fotolise).

Por isso:

A= &n(Co— Crp)L + gpCrpL = &a CoL + (&rp — aL)CrpL = Ag + (&rp — €aL)CrpL (36)
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em que A é a absorbancia inicial da amostra (antes da fotdlise). Em um comprimento de onda
no qual ep = &, temos que: A = Ag e, assim, podemos dizer que ndo ha mudanca da
absorcéo durante a fotolise. Assim, neste comprimento de onda aparece um ponto isobéstico
que indica que somente duas espécies estdo presentes dentro da amostra: AL e seu Unico
fotoproduto. Se durante a fotdlise se forma mais um produto, o ponto isobéstico ndo pode

existir. Podemos considerar assim a formacdo de somente um produto durante a fotélise do

AL nas solucdes homogéneas.

A partir desses espectros, foram construidas curvas normalizadas de decaimento da

absorbancia do AL (em A=490 nm) para todas as concentracdes estudadas, em funcdo do

tempo de irradiagéo (Figura 21 e Figura 22):
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Figura 21. Decaimento da absorbancia normalizada [A(t)]/[Aq] em A= 490 nm do mondmero do AL na
presenca de oxigénio em funcdo do tempo de irradiacao.
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Figura 22. Decaimento da absorbancia normalizada [A(t)]/[Aq] em A= 490 nm do mondmero do AL na
auséncia de oxigénio em fungédo do tempo de irradiacao.

A andlise das curvas mostra que todas elas possuem carater mono-exponecial
(seguindo um exemplo na Figura 23), ou seja, os perfis das curvas obtidas podem ser
descritos pela equacao:

A=Ae" (37)
em que A é a absorcdo continua, Ao é a absorcao inicial, t é o tempo de irradiacdo e T é o

tempo caracteristico de decaimento da absorbancia (tempo de clareamento).
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Figura 23. Ajuste monoexponencial da curva de decaimento [A(t)]/[Ao] em A= 490 nm do mondémero do
Acridina Laranja na concentracdo inicial 2,1x10° M na presenca de oxigénio, em funcéo do tempo de
irradiacao.

Sabendo-se que a absorbancia esta relacionada com a concentracdo do composto pela

equacdo (17), e substituindo a mesma na equacao que descreve as curvas, teremos:
e[AL]l = [ AL, Jle™"'" (38)
Assim, obtemos a equacao (37) escrita em funcdo da concentracdo do corante:
[AL]=[AL,]le"" (39)
Derivando-se a equacdo (39) em relagdo ao tempo, obtemos:

_dIAL_ [AL] .,
dt T

Vv (40)
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em que V é a velocidade de fototransformagdo em mol/tempo.

E assim, a velocidade inicial da fotdlise (com t = 0) é dada por:

_[AL]
T

V, = (41)

Assim a velocidade inicial de fototransformacéo depende da concentracdo inicial do
AL. Entretanto, a razdo entre a velocidade inicial de fototransformacéo do corante em relacédo

a concentracao inicial do mesmo é uma constante que nao depende da concentracgdo inicial:

—k (42)

em que t e k sdo, respectivamente, 0 tempo caracteristico e a constante caracteristica de
velocidade da fotdlise, para dada concentragdo inicial do corante.

Os valores de t, apresentados na Tabela 1, mostram que o tempo caracteristico de
clareamento diminui quando diminuimos a concentracdo do AL, ou seja, 0 AL se transforma

mais rapidamente quando sua concentracdo é menor.

Tabela 1. Valores das concentragdes iniciais e dos tempos caracteristicos da fotolise do Acridina Laranja em
solucdo aquosa (na presenga e na auséncia de oxigénio molecular).

T (min)
[AL] (M)
com O, sem O,
52 x10° 626 + 37 2911 + 636
3,9x10° 286 + 12 878 + 116
2.1x10° 168 + 5 484 + 57
1,0x 107 92+3 152+7

52 x10° 88 + 4 105 + 3
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Associamos este efeito a formacgdo de agregados do AL em suas altas concentraces,
pois se sabe que a agregacdo aumenta a probabilidade de dissipacdo da energia de excitacéo
pelos processos nao radiativos, os quais podem competir efetivamente com o processo de
fototransformacdo do AL. Os agregados do corante na solucdo sempre estdo em equilibrio
com seus mondmeros (que ainda ndo estdo agregados). Estes mondmeros se transformam sob
acdo da luz, diminuindo a concentracéo total do AL e novos mondmeros saem dos agregados
e também se transformam. Com essas consideragdes podemos apresentar o esguema

simplificado de fototransformacdo do AL de seguinte forma:

(AL <5 (AL 1 +AL-DY ALY —FpP
E hv hv
*
(AT (AL)n-1

Figura 24. Esquema simplificado proposto para a fototransformacéo do AL.

Para apresentar os resultados de forma mais quantitativa é necessario desenvolver um
modelo matematico adequado. Atualmente, estamos trabalhando em colaboracdo com o grupo
de matematica do IFSC-USP para esta anélise.

O estudo comparativo da fototransformagdo do AL na presenca e na auséncia do
oxigénio molecular (Figuras 19 e 20) mostrou que, em toda faixa de concentracdo do AL, 0
tempo t na presenga do O, é sempre menor (Tabela 1), ou seja, 0 processo de
fototransformacdo na presenca de O, é mais rapido.

A perda de absorcdo pelo AL na regido espectral visivel, tanto na presenca quanto na
auséncia de O, mostra que, sob acdo da luz, o sistema de conjugac¢do = da molécula se destroi.
Sabe-se que 0 AL sob a acdo da luz forma seu estado tripleto, cuja energia pode ser
transferida para o O,, formando oxigénio singleto. Como ja foi citado anteriormente, o
oxigénio singleto tem alta capacidade de atacar as ligacbes duplas de uma molécula
destruindo o seu sistema de conjugacdo w. Podemos supor que o aumento da velocidade de
fototransformacdo do AL na presenca de O, estd associado com estes processos. Para
confirmar esta suposicao, tentamos detectar a formacdo do oxigénio singleto na excitagdo do
AL. Na Figura 25 estd mostrada a curva de intensidade de fosforescéncia do oxigénio singleto
em funcéo do tempo, apos a excitacdo do AL.
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Figura 25. Intensidade de fosforescéncia do oxigénio singleto em 1270 nm. — Ajuste através da equacao (25).

A curva tem um perfil tipico de acumulacdo de oxigénio singleto no inicio, com tempo
caracteristico de aproximadamente 72 ns, e o decaimento com tempo de aproximadamente
240 ns. Baseando-se neste resultado podemos confirmar a participacdo do oxigénio singleto

no processo de fototransformacdo do AL. Neste caso o esquema da fototransformacéo do AL

pode ser esquematizado na forma:

(ADn <K= (AL n.1+AL- ALST)
[ hv hv
(AL)R (ALR-1  ALTT) + 02(3%g)
AL(S0) + 02(1Ag)

FP

Figura 26. Esquema da fototransformacao do AL levando em conta a formagéo de oxigénio singleto.
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6.2 Estudos espectroscopicos do AL e da dinamica de sua
fototransformacao na sua interacao com DNA

6.2.1 Espectros de absorcdo optica e de fluorescéncia

Obtivemos os espectros do AL em tampéo e em diferentes concentragdes de DNA.
Foram estudadas quatro concentracdes distintas de AL: 1uM, 2uM, 5uM e 10uM.

As figuras 27, 29, 31 e 33 mostram as mudancas dos espectros de absor¢do do AL em
diferentes concentracGes, em funcdo da concentracdo do DNA. As figuras 28, 30, 32 e 34
apresentam as mudancas de absorbancia do AL em A = 500 nm, respectivas a estas

concentracdes do AL em funcdo da concentragdo de DNA.
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0,01 4
0,00 T T T T T T T T T

425 450 475 500 525 550
Comprimento de onda (nm)

Figura 27. Espectros de absor¢do do [AL] = 1uM em fun¢do da concentragdo do DNA.
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Figura 28. Absorbdncia em A = 500 nm do [AL] = 1uM em fun¢do da concentragdo do DNA.
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Figura 29. Espectros de absorgdo do [AL] = 2uM em fun¢do da concentragdo do DNA.
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Figura 30. Absorbdncia em A = 500 nm do [AL] = 2uM em fun¢do da concentragdo do DNA.
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Figura 31. Espectros de absor¢do do [AL] = 5uM em fun¢do da concentragdo do DNA.
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Figura 32. Absorbdancia em A = 500 nm do [AL] = 5uM em fun¢do da concentragdo do DNA.
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Figura 33. Espectros de absor¢do do AL 10uM em fun¢ao da concentra¢do do DNA.
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Figura 34. Absorbdancia em A = 500nm do [AL] = 10uM em fungdo da concentragdo do DNA.

Podemos observar que para todas as concentracdes do AL, a medida que se acrescenta
DNA, o pico de absorbancia do AL em 490 nm diminui e desloca-se a0 mesmo tempo para
comprimentos de onda maiores (para o vermelho), alcangando finalmente o comprimento de
onda de 500 nm.

Este comportamento dos espectros mostra que na solucdo existem no minimo trés
espécies em equilibrio. Sem o acréscimo de DNA observamos os monémeros de AL livres.
Na presenca de DNA em baixas concentragdes, a absorbancia diminui indicando a formagéo
de agregados ligados ao DNA. Com o aumento da concentracdo do DNA os agregados
tendem a se desagregarem formando, finalmente, os monémeros ligados ao DNA.

A posic¢édo do minimo dos gréficos nas figuras 28, 30, 32 e 34 estd associada com o
maximo de agregacdo do AL. Pode-se ver que, com o aumento da concentragdo do corante,
este ponto se desloca para maiores concentraces de DNA, deixando entdo a razao:

[DNA]maximo de agregacao/ [AL] = 0,8 - 1
indicando que 0 maximo de agregagdo esta atingido quando as concentragdes do AL e do

DNA sdo iguais.
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A Figura 35 mostra os espectros de excitagdo de fluorescéncia do AL 5uM e sua
interacdo com diferentes concentracbes de DNA. Podemos fazer uma associacdo com 0S
espectros de absorcdo e observar que a excitagdo (assim como a absorcdo), ao se acrescentar
DNA em baixas concentracdes, diminui até certo valor (indicando a presenca de agregados).
A partir de determinada concentragdo, os valores da intensidade de excitagdo comegcam a

subir, demonstrando a desagregacao e a formacgao dos mondmeros do AL ligados ao DNA.

400 + Adicdo de DNA
0
— 1uM
—2uM
— 3uM
— 4uM
— 5uM
6uM
— 8uM
— 10uM
— 15uM
20uM
— 25uM
—30uM
— 40uM
50uM
60uM

Intensidade

= T T T T T T - T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 35. Espectros de excita¢ao da fluorescéncia do [AL] = 5uM em fungdo da concentragdo de DNA,
Aem = 550 nm.
Podemos observar na Figura 36 que o minimo da intensidade da fluorescéncia
coincide com maximo de agregacdo, obtido pelos espectros de absor¢cdo continuando com

raz&o:
[DNA]méximo de agregagéo/[AL] ~08-1
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Figura 36. Dependéncia da intensidade relativa de fluorescéncia do AL em Aem = 550 nm devido a mudanca do
espectro de excitacdo do AL em fungéo da concentrac@o de DNA.

6.2.2 Fluorescéncia estatica e resolvida no tempo

Assim como foi feito nos experimentos de absorcdo 6ética, realizamos medidas de
fluorescéncia do AL na sua interagdo com DNA para as mesmas concentracdes do corante

estudadas anteriormente: 1uM, 2uM, 5uM e 10uM.
Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram corrigidos levando em conta as

mudancas de absor¢do do AL com a mudanga de concentracdo do DNA. Para isto, utilizamos

a seguinte expressao:

AbS[DNA]:O ( 43)
Abs[DN Al

corrig — " fluo

em que leorig corresponde a intensidade de fluorescéncia corrigida pela absorgdo otica, lyo
representa a intensidade de fluorescéncia experimental, Absppnaj=o representa o valor da

absorbancia no comprimento de onda de excitagdo (462 nm) sem a adi¢édo de DNA e Absipna;
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representa o valor da absorbancia neste mesmo comprimento de onda, com o valor respectivo
da concentracdo de DNA.

As Figuras 37, 39, 41 e 43 mostram os espectros de emissdao de fluorescéncia do AL
em tampédo e na presenca de DNA. Inicialmente, sem o acréscimo de DNA, o espectro
apresenta um valor maximo de intensidade de fluorescéncia em 528 nm. Posteriormente,
podemos observar que a adicdo de DNA resulta em uma diminui¢cdo da intensidade de
fluorescéncia, indicando a presenca de agregados. Este efeito € mais acentuado para maiores
concentracdes do AL. Em altas concentracdes de DNA ha um efeito contrario, em que a
intensidade de fluorescéncia comeca a aumentar, atingindo valor maximo de intensidade de
fluorescéncia na concentragdo maxima utilizada.

A partir dos espectros corrigidos de fluorescéncia foram construidos os graficos da
intensidade em funcéo da concentracdo de DNA, (Figuras 38, 40, 42 e 44). Vale ressaltar que,
neste caso, ao inves de ser utilizada a intensidade de fluorescéncia, optamos por usar o valor

da integral sobre as curvas do espectro de emisséo.

[AL] = 1uM

651 Adicao de DNA

60 - 0

55 ] ——0,2uM
g ] ——0,4uM
e 50+ —0,6uM
<@ E
S 454 —0,8uM
(0] 1 [
S 40 1uM
> J —1,6uM
o=
8 35 ] —3uM
% 30 —- —5uM
P> 25 ] 8uM
° ] —12uM
2 204
o ]
= 15 1

10 1

5
0

T T T T
500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 37. Espectros de emissdo de fluorescéncia da interagdo do AL 1uM com DNA.
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Figura 38. Dependéncia da intensidade corrigida de fluorescéncia do AL 1uM com Aexc = 462 nm devido a
mudanca do espectro de emissdo do AL em fungédo da concentragéo de DNA.
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Figura 39. Espectros de emissdo de fluorescéncia da interagdo do AL 2uM com DNA.
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Figura 40. Dependéncia da intensidade corrigida de fluorescéncia do AL 2uM com Aexc = 462 nm devido a
mudanca do espectro de emissdo do AL em funcéo da concentracio de DNA.
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Figura 41. Espectros de emisséo de fluorescéncia da interacdo do AL SuM com DNA.
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Intensidade corrigida

Figura 42. Dependéncia da intensidade corrigida de fluorescéncia do AL 5uM com Aexc = 462 nm devido a
mudanca do espectro de emissdo do AL em funcéo da concentracio de DNA.
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Figura 43. Espectros de emissdo de fluorescéncia da interag¢do do AL 10uM com DNA.
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Figura 44. Dependéncia da intensidade corrigida de fluorescéncia do AL 10uM com Aexc = 462 nm devido a

mudanca do espectro de emissdo do AL em funcéo da concentracio de DNA.

Pode-se notar que o minimo da intensidade de fluorescéncia é observado para a razéo:
[DNA]minimo da fluorescéncia /[AL] ~08-1

coincidindo com o0 maximo de agregacdo, obtida dos espectros de absorcéo.

Para a concentracao S5uM de AL, realizamos experimentos de fluorescéncia resolvida

no tempo. As curvas de decaimento estdo nas figuras (A) e (B):
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4000 +

Contagens
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—0
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——20um
— 30uM
——40uM
——50uM

Tempo (ns)

30

Contagens

10000

1000 o

100 o

Adigdo de DNA
—0

——10uM
——20uM
—30uM

Tempo (ns)

Figura 45. (A) Curvas de decaimento de fluorescéncia resolvida no tempo do AL 5uM na sua interagdo com
DNA em diferentes concentracfes.(B)Em escala logaritmica.
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A analise dos perfis de decaimento mostrou que, diferentemente da fluorescéncia em
solucdo aquosa homogénea, na presenca do DNA a cinética de decaimento da fluorescéncia
possui carater bi-exponencial. Uma componente possui um tempo de ~ 1,8 ns, que € igual ao
tempo caracteristico de decaimento de fluorescéncia em solugdo homogénea e, por isso, pode
ser associado com a fluorescéncia de monémeros do AL ndo ligados ao DNA. A outra
componente possui tempo ~ 5,5 ns. O contedo relativo dessa componente cresce, como pode
ser observado na Tabela 2 conforme a concentracdo do DNA aumenta e o conteudo da
primeira componente cai. Por isso associamos a segunda componente com a fluorescéncia dos
monomeros do AL ligados ao DNA. A auséncia da terceira componente, que poderia ser
associada com a fluorescéncia dos agregados do AL mostra que os agregados ndo possuem

fluorescéncia.

Tabela 2. Tempos de decaimento de fluorescéncia do AL 5uM na sua interagdo com DNA.

[DNA](uM) | 11(ns) A T2(NSs) Az
0 18+0,1 10000 -- 0
10 1,8+0,1 | 7550+ 100 |5,7+0,2| 2400 + 200
20 20+£0,1 | 3800+100 |54+0,2| 6100100
30 19+0,1| 2600+200 |5,4+0,2| 7500+ 100
40 2,1+0,1| 2400+200 |55+0,2| 7600 + 100
50 1,8+0,1 | 1100+ 300 |5,3+0,2 | 9000+ 100

6.2.3 Dinamica de fotodecomposic¢ao na presenca de DNA

Neste estudo, para evitar o efeito de agregacdo, usamos concentragdes de DNA
maiores do que do AL (a concentracdo de AL foi 3,7uM e as de DNA foram: 5uM, 25uM e
50uM). Um exemplo das mudancas dos espectros de absor¢do do AL 3,7uM e DNA 25uM
em funcgdo do tempo de irradiagéo estd mostrado nas Figuras 46 e 47 (tanto na presenga como
na auséncia de oxigénio molecular). Nesse caso, no conjunto dos espectros ndo foram

observados pontos isobésticos, e isto pode ser associado a formacdo de fotoprodutos
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diferentes dos fotoprodutos em solugdes homogéneas. Entretanto, devido a semelhanca dos
espectros finais de fotoprodutos em ambos 0s casos associamos esta auséncia de pontos

isobesticos a contribuicao nos espectros da absor¢éo propria do DNA.

Tempo (min)
0
—5

15

0,12 +

0,10 H

0,08

0,06

Absorbancia

0,04 -

0,02 =

0,00

T T T T T T T T T T
440 460 480 500 520 540

Comprimento de onda (nm)

Figura 46. Espectros de absorg¢do otica do AL 3,7 uM e DNA 25uM na presenga de O2, em fun¢do do tempo de
irradiacao.
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Figura 47. Espectros de absor¢do otica do AL 3,7uM e DNA 25uM na auséncia de O2, em fun¢do do tempo de
irradiacao.

A andlise das mudancas dos espectros em fungdo do tempo de irradiacdo mostrou que,
semelhantemente as solu¢Ges homogéneas, as curvas cinéticas de decaimento da absor¢do na
presenca de DNA também possuem carater mono-exponencial (Figuras 48 e 49). Assim,
podemos usar o valor do tempo caracteristico t (como calculado para solu¢cdes homogéneas)

para comparar os resultados com os obtidos em solu¢6es homogéneas.
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Figura 48. Decaimento da absorbancia normalizada [A(t)]/[A¢] em A= 493nm (5 uM) e 500nm (25 uM e 50uM)
da interagdo do AL com DNA na presenca de oxigénio em funcdo do tempo de irradiagéo.
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Figura 49. Decaimento da absorbancia normalizada [A(t)]/[A¢] em A= 493nm (5 uM) e 500nm (25 uM e 50uM)

da interacdo do AL com DNA na auséncia de oxigénio em funcéo do tempo de irradiacéo.

Os tempos caracteristicos obtidos pelo ajustes dos decaimentos se encontram na

Tabela 3. Podemos observar pela tabela que na presenca do DNA o processo de

fototransformacdo do AL é mais lento do que em solu¢cdes homogéneas e praticamente ndo

dependem da concentracdo do DNA. Apresentamos aqui possiveis explicacfes deste efeito:

e O AL intercalado dentro da estrutura do DNA fica no ambiente hidrofobico. Isto pode

mudar (diminuir) a velocidade de sua fototransformagao.

e Se na sua fototransformacdo o AL se dissociar, os produtos de dissocia¢do na presenca

do DNA ficam presos dentro da sua estrutura e € possivel existir um processo de

recuperacdo do AL que diminui a velocidade de sua fototransformagdo (“efeito de

gaiola”).

Para confirmar essas hipOteses sdo necessarios experimentos adicionais, que

pretendemaos realizar no futuro.

O efeito do oxigénio molecular nos experimentos na presenga do DNA é semelhante

aos experimentos em solucBes homogéneas: na presenga do O, a velocidade de
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fototransformacédo é maior do que na sua auséncia, 0 que mostra a participacdo do oxigénio no

processo de fototransformacéo da AL e possivel formacdo do oxigénio singleto.

Tabela 3. Valores das concentragdes iniciais e dos tempos caracteristicos da fotélise do Acridina Laranja com
DNA (na presenca e na auséncia de oxigénio molecular).

T (min)
[DNA] (uM)
com O, sem O,
0 80+6 92+6
5 120+ 6 220+ 10
25 140 + 15 218+ 9
50 104 +8 165+ 6

Para verificar a formagdo do oxigénio, foram realizadas medidas da fosforescéncia.
Tais medidas comprovaram que o oxigénio singleto se forma na presenca do DNA (Figura
50).
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Figura 50. Intensidade de fosforescéncia do oxigénio singleto da solucdo de AL e DNA 5uM em 1270 nm. —
Ajuste através da equacao (25).

Entretanto, o tempo caracteristico de sua acumulacdo (115 ns) € 1,6 vezes maior do
gue em solucdes homogéneas (72 ns), enquanto que o tempo de decaimento é praticamente
igual em ambos os casos (200 ns na presenca de DNA e 238 ns em solugdes aquosas). Este
resultado mostra que a intercalacdo do AL dentro da estrutura do DNA protege as moléculas
do corante contra o contato com o O, diminuindo assim a velocidade da transferéncia de

energia do estado tripleto do AL para o0 O..

6.3 Estudos espectroscopicos do AL e da dinamica de sua
fototransformacao na sua interacdo com SDS

6.3.1 Espectros de absorcao optica

A adicdo de SDS em solugdo aquosa do AL produz mudangas no seu espectro de

absorcéo indicando a interacdo do AL com SDS.
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Os espectros a seguir correspondem a interagdo do AL 5uM com SDS em diferentes

concentragoes:
[AL] = 5uM
0,25
490 nm Adic3o de SDS
0
0,20+ ——0,2mM
——0,4mM
——0,6mM
015 ——0,8mM
0 197 — 1mM
2 "
Je —3mM
8 4mM
A 0,10 ——4,5mM
< —5mM
——5,5mM
6mM
0,054 — 8mM
— 10mM
0,00 T T 1

T T T T T T T T
425 450 475 500 525 550

Comprimento de onda (nm)

Figura 51. Espectros de absor¢do da interagdo do AL 5uM com SDS em diferentes concentraGoes.

A Figura 52 mostra a variacdo de absorbancia do pico de 490 nm em funcdo da

concentracdo do SDS.
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Figura 52. Absorbdncia em A = 490nm da interagdo do ALSuM com SDS.

Analisando as Figuras 51 e 52, observa-se que a adicdo de SDS em baixas
concentragdes faz com que a absor¢cdo do AL diminua em toda a regido do seu pico de
absorcéo e o perfil do espectro muda. A intensidade relativa da absor¢do em A = 475 nm,
relacionada com absorcdo dos agregados de AL, aumenta em relacdo ao pico principal de
absorcdo em 490 nm do mondémero livre de AL. Com o aumento da concentracdo de SDS, a
absorcéo comeca crescer, a intensidade relativa de absorcdo em 475 nm diminui e aparece um
pico em 496 nm que se satura quando a concentragdo de SDS atinge a CMC (10 mM).

Baseando-se nesses resultados podemos concluir que a presenca de SDS em
concentracdes menores que a CMC estimula a formacdo de agregados de AL e, quando a
concentracdo de SDS atinge a CMC o AL se desagrega, formando os monémeros ligados a
micelas de SDS (estas conclusbes estdo de acordo com os resultados do estudo da
fluorescéncia do AL e do espalhamento ressonante da luz em funcdo da concentragdo de SDS

que serdo apresentados a seguir).
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6.3.2 Medidas de fluorescéncia estatica e com resolugéo temporal

Na Figura 53 estdo apresentados os espectros de fluorescéncia do AL na presenca de

varias concentracdes de SDS e na Figura 54 estd mostrada a dependéncia da intensidade

integral da fluorescéncia do AL em funcdo da concentracdo do SDS.
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—55mM
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— 10 mM

7 "
500 550 600 650 700
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Figura 53. Espectros de emissdo de fluorescéncia da interagdo do AL 5SuM com SDS.
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Figura 54. Dependéncia da intensidade corrigida de fluorescéncia do AL 5uM com Aexc = 462 nm devido a
mudanca do espectro de emissdo do AL em fungdo da concentragéo de SDS.

Podemos ver gque no intervalo de concentracdes de SDS de 1 até 6 mM, que coincide
com o intervalo de formacdo dos agregados de AL (obtido atraves dos espectros de absorcao),
a intensidade de fluorescéncia do AL se torna praticamente desprezivel e, com um maior
aumento da concentracdo de SDS, a intensidade comeca a aumentar, atingindo 0 maximo em
[SDS] = 10 mM.

O espectro de excitacdo da fluorescéncia na presenca de SDS em varias concentracfes
(Figura 55) coincide com o0 espectro de absor¢do dos mondmeros da AL, indicando que

somente seus mondmeros emitem a fluorescéncia.
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Figura 55. Espectros de excitag¢do da fluorescéncia do [AL] = SuM em fungdo da concentra¢do de SDS, lem =
550 nm.

6.3.3 Medidas de espalhamento de luz por ressonancia

Na Figura 56 estdo apresentados os espectros de espalhamento das solucdes de AL na
auséncia e na presenca de SDS e na Figura 57 esta mostrada a dependéncia da intensidade

integral desse espalhamento em funcdo da concentragdo do SDS.
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Figura 56. Espectros de espalhamento de luz pela solugdes de AL 5uM na auséncia e na presenga de SDS.
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Figura 57. Intensidade integral do espalhamento das solu¢des de AL 5uM em funcéo da concentracéo do SDS.
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Podemos ver que no mesmo intervalo de concentragdes de SDS na qual a

fluorescéncia diminui (Figura 55), a intensidade do espalhamento aumenta drasticamente.

6.3.4 Medidas de fluorescéncia com resolucao temporal

Os resultados dos experimentos de fluorescéncia resolvida no tempo para a

concentragdo SuM de AL na presenca de vérias concentracdes de SDS estdo mostrados na

Figura 58 e na Tabela 4.

104-5 A [SDS] (mM)

Intensidade relativa

10° 5

Tempo (ns)

Figura 58. Curvas cinéticas de decaimento da fluorescéncia do AL 5 M em fun¢éo de concentragéo de SDS.
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Tabela 4. Tempos de vida e contetdos relativos das componentes da cinética de decaimento da fluorescéncia do
AL 5 uM em funcéo da concentracdo de SDS.

[SDS] w(ns) A T2(ns) Az
(mM)
0 1,8+0,1| 10000 - 0
1 1,6+0,1] 7900+100 | 2,9+0,2 | 2000 + 200
2 1,7+0,1 | 3800+100 | 2,8+0,2 | 6000 + 100
4 1,8+0,1 | 25004200 | 2,9+0,2 | 7400 + 100
5 1,7+0,1 ] 22004200 |3,0+£0,2 | 7600 + 100
6 1,8+0,1| 1100£300 | 3,0 | 9000 + 100
8 0 29 [10100 + 100
10 0 3,2+0,2 | 10050 + 100

A andlise de ambos mostra que, semelhantemente a fluorescéncia em solugédo aquosa
na presenca do DNA, a cinética do decaimento de fluorescéncia possui carater bi-exponencial.
Uma componente possui tempo ~ 1,8 ns, que é igual ao tempo caracteristico do decaimento de
fluorescéncia em solucdo homogénea e, por isso, pode ser associado a fluorescéncia de
monbémeros do AL livre. A outra componente possui tempo ~ 3,0 ns. O contetdo relativo
dessa componente cresce, como pode ser visto na tabela, quando a concentracdo de SDS
aumenta, enquanto o contetido da primeira componente cai. Por isso associamos a segunda

componente a fluorescéncia dos monémeros de AL ligados ao SDS.
6.3.5 Dinamica de fototransformacao

Os espectros nas Figuras 59 e 60 mostram a fotodecomposicdo do AL em varias
concentracdes na presenca do SDS, tanto na presenca como na auséncia de O,. Para evitar
efeitos de agregacdo utilizamos a concentracdo do SDS 20 mM, que é acima da CMC. A
semelhanga das mudancas espectrais na presenca e na auséncia do O, mostra que o O, nédo

afeta os espectros de absorcdo nem do AL nem do seu fotoproduto. Pode-se ver também
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claramente que, semelhantemente as solu¢cdes homogéneas durante a fototransformacéo do
AL com SDS, aparecem varios pontos isobésticos. Como ja foi explicado acima isto indica a
formacédo de somente um fotoproduto do AL durante a fototransformacdo. Este fato apoia
nossa sugestdo que na interacdo com DNA, o AL também forma somente um fotoproduto.
Entretanto, para confirmar esta sugestdo precisamos realizar mais estudos, que planejamos

realizar no futuro.
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Figura 59. Espectros de absorcéo 6tica do AL 2,5 x 10°M e SDS 20mM na presenca de O,, em func&o do
tempo de irradiacao.
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Figura 60. Espectros de absorcéo 6tica do AL 2,5 x 10°M e SDS 20mM na auséncia de O,, em funcéo do tempo
de irradiacéo.

Nas figuras 61 e 62 estdo apresentadas as curvas de decaimento em fungdo do tempo
de irradiacdo da absorbancia do AL em varias concentra¢fes na sua interacdo com micelas de
SDS na presenca e na auséncia do O,. Os resultados dos ajustes dessas curvas de decaimento

estdo contidos na Tabela 5.
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Figura 61. Decaimento da absorbancia normalizada [A(t)]/[A¢] em A= 496 nm da interacdo do AL com micelas
de SDS na presenca de oxigénio em funcao do tempo de

irradiacao.
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Figura 62. Decaimento da absorbancia normalizada [A(t)]/[AQ] em 2= 496 nm da interacdo do AL com micelas
de SDS na auséncia de oxigénio em func¢éo do tempo de irradiagéo.
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Tabela 5. Valores das concentragdes iniciais e tempos carateristicos da fotolise do Acridina Laranja com
micelas de SDS 20mM (na presenca e na auséncia de oxigénio molecular).

[AL](M) t(min)

+SDS 20mM com O sem O,

3,0x 107 1025 + 62 811 +50
25x10° 1948 +393 1084 + 115
1,6 x 10° 720 + 58 635 + 42
1,3x10° 1088 + 145 972 + 36

1,0 x 10° 813+ 64 613 + 43

Observando os dados da Tabela 5 podemos concluir que a interagdo com micelas de
SDS diminui a velocidade de fototransformacdo do AL. Entretanto, ndo observamos qualquer
dependéncia significativa da concentracdo do AL nessa velocidade. Um grande desvio
experimental nos valores de t pode ser associado com um tempo longo da irradiacdo, o que
dificulta a estabilidade de parametros externos, tais como temperatura, durante o experimento.
Um resultado interessante € que, diferente das solugdes homogéneas e na presenca do DNA,
0s tempos caracteristicos da fotolise em experimentos com SDS sdo menores na auséncia do
O, do que na sua presenca, um fato que ainda ndo conseguimos explicar e que necessita de
estudos adicionais. Entretanto, os estudos de fosforescéncia do oxigénio singleto (Figuras 63,
64 e 65) mostraram que na presenca de micelas o oxigénio singleto também se forma, mas o
tempo caracteristico da sua acumulacdo é maior do que nas solu¢cdes homogéneas e ndo tem
dependéncia significativa com a concentracdo do SDS. Isto indica que, semelhantemente ao
DNA, as micelas de SDS também diminuem a probabilidade dos contatos entre as moléculas
de AL e do O,. Este efeito pode ser associado a:
e maior viscosidade do ambiente nas micelas onde as moléculas do AL e do O, se
encontram, se comparar com solucdes homogéneas;
e localizacdo preferencial das moléculas do AL e do O, nas regibes diferentes das
micelas.
e diminuicdo da polaridade do ambiente onde o AL se encontra diminui a velocidade da

sua fototransformacéo.
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Para confirmar estas hipoOteses precisamos também realizar estudos adicionais no
futuro.
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Figura 63. Intensidade de fosforescéncia do oxigénio singleto da solu¢do de AL e SDS 5uM em 1270 nm. —
Ajuste através da equacao (25).
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Figura 64. Intensidade de fosforescéncia do oxigénio singleto da solu¢dao de AL e SDS 20uM em 1270 nm. —
Ajuste através da equacao (25).
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Figura 65. Intensidade de fosforescéncia do oxigénio singleto da solucéo de AL e SDS 100uM em 1270 nm. —
Ajuste através da equacao (25).
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Com base nos resultados obtidos neste trabalho, podemos fazer uma comparagdo dos
experimentos em solucBes aquosas de AL, e experimentos de sua interacdo com sistemas
nanoorganizados, como DNA e micelas de SDS.

Para experimentos de AL em solucBes aquosas, podemos verificar que a variacdo da
concentracdo do corante nos fornece uma informacao sobre a presenca de agregados. Isto se
deve ao fato de o corante apresentar, simultaneamente, uma certa solubilidade em &gua, mas
também hidrofobicidade devido ao sistema de conjugacdo m em sua estrutura. Nos
experimentos de fotdlise do corante em solucdes aquosas, observa-se que o AL sofre
fototransformacdo sob a acdo da luz visivel. Os tempos caracteristicos de fototransformacéo
encontrados a partir desses experimentos nos mostram que o AL se transforma mais
rapidamente quando sua concentracdo é menor. Este efeito foi associado a formacdo de
agregados em altas concentracGes do composto. Consideramos que o0s agregados do AL néo
possuem fotoatividade e ndo se transformam sob acdo da luz visivel. Os mondmeros,
presentes na solucdo e em equilibrio com os agregados, se transformam sob acéo da luz,
diminuindo a concentracdo total do AL, fazendo com que se possa observar a diminuicdo da
absorbancia nos espectros. Simultaneamente, novos monémeros saem dos agregados e
também se transformam, gerando assim novas fototransformacdes. Experimentos com efeito
do oxigénio complementaram estas analises, de forma que as moléculas do AL excitadas
transferem sua energia para oxigénio molecular formando o oxigénio singleto que, por sua
vez, pode atacar as ligagdes duplas do sistema de conjugacdo m da estrutura do AL e, assim,
contribuir para a sua fototransformacdo. Experimentos de fluorescéncia resolvida no tempo
indicaram que o decaimento da fluorescéncia do AL em solu¢Bes homogéneas tem caréater
mono-exponencial com o tempo de vida do estado excitado de 1,8+0,1 ns.

Nos experimentos da interacdo do AL com DNA, verificamos que, em solucéo,
coexistem no minimo trés espécies em equilibrio e isto pode ser verificado através das
visiveis mudancas nos espectros de absor¢do e também na variacdo da intensidade de
fluorescéncia. Estas espécies que se encontram em equilibrio correspondem aos mondémeros
livres de AL, agregados ligados ao DNA e monémeros de AL ligados ao DNA. De forma
geral, verificamos que o maximo de agregacao ocorre quando as concentraces do AL e do
DNA sdo iguais. A espectroscopia de fluorescéncia com resolugdo temporal mostrou que,
diferentemente do que ocorre em solugdes aquosas, o perfil do decaimento para a interagéo do
AL e DNA é do tipo bi-exponencial. Uma componente de decaimento esta relacionada aos
mondmeros de AL (que néo estéo ligados ao DNA) e a outra esta relacionada aos monémeros
de AL ligados ao DNA. A auséncia de uma terceira componente (que poderia ser associada
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aos agregados) nos comprova que 0s agregados ndo apresentam fluorescéncia. Os
experimentos de dinamica de fototransformacéo revelam que na presenca de DNA, 0 processo
de fotolise € mais lento, se comparado com experimentos em solugdes homogéneas. Este
efeito foi explicado pelos seguintes possiveis mecanismos:
e a intercalacdo do AL na estrutura do DNA, onde o AL fica preso, diminui sua
velocidade de fototransformacao devido ao “efeito de gaiola”;
e adiminuicdo da polaridade do ambiente onde a AL se encontra dentro da estrutura do

DNA diminui a velocidade da sua fototransformacao.

Semelhantemente aos experimentos em solu¢des homogéneas, diante da presenca de
oxigénio molecular, a velocidade de fototransformacéo é maior, mostrando a participacédo do
oxigénio singleto no processo. Entretanto, os experimentos para deteccdo do oxigénio singleto
mostram que a intercalagdo do AL dentro da estrutura do DNA protege as moléculas do
corante contra o contato com O, diminuindo assim a velocidade da transferéncia da energia
do estado tripleto do AL para o O..

Finalmente, os resultados dos experimentos da interacdo do AL com SDS mostram
que a presenca de SDS altera as caracteristicas espectrais do AL da seguinte maneira: (i) em
concentrag0es menores que a CMC, o SDS estimula a formagdo de agregados de AL (ii) em
concentracdes de SDS iguais &8 CMC, o AL se desagrega, formando monémeros ligados as
micelas de SDS. Tais efeitos foram comprovados por todas as técnicas utilizadas (absorcéo
Gtica, fluorescéncia e espalhamento ressonante da luz). Os experimentos de fluorescéncia com
resolucdo temporal apresentam um resultado semelhante aos estudos com DNA, no que diz
respeito ao carater bi-exponencial do decaimento. Uma das componentes esta associada aos
mondmeros de AL e a outra aos mondmeros de AL ligados ao SDS. A dinamica de
fototransformacdo nos forneceu os seguintes resultados da interagdo do AL com SDS: a
presenca de micelas diminui a velocidade de fototransformacéo, efeito semelhante ao
observado no caso de DNA, que explicamos da mesma maneira. Nao foi observada qualquer
dependéncia significativa da concentracdo do AL neste processo. Este resultado pode ser
entendido, lembrando que o efeito da concentracdo estd associado com a agregacdo do AL.
Entretanto, nos experimentos de fototransformacédo na interagdo com micelas de SDS, o AL
foi totalmente desagregado em todas as concentrages utilizadas. Por isso, nesse caso, a
velocidade de fototransformacdo ndo depende da concentracdo do AL. Além disso,
diferentemente dos experimentos anteriores, na presenca de SDS, foi observado que os
tempos de fototransformacdo s@o menores na auséncia do oxigénio molecular do que na sua

presenca, fato este que precisa ser explicado através de outros estudos. Independentemente, 0s
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experimentos para a deteccdo do oxigénio singleto mostraram a formacdo deste, porém, o
tempo caracteristico de sua acumulacdo é maior do que nos experimentos em solucdes
homogéneas. As micelas, assim como 0 DNA, podem diminuir a probabilidade de contato do
AL com o oxigénio molecular, devido a viscosidade do ambiente micelar e também a

diferenca na localizacéo preferencial das moléculas do corante nas micelas.

Conclusoes gerais

1. Sob a acdo da luz visivel, o Acridina Laranja sofre fototransformacdo, o que pode
afetar nas suas aplicagdes praticas devido a perda da sua fotoatividade.

2. O processo de agregacdo diminui a velocidade de fototransformacdo do Acridina
Laranja.

3. A interacdo com sistemas nanoorganizados, tais como DNA e micelas, estimula a
agregacdo do Acridina Laranja, provavelmente devido a diminuicdo da repulséo
eletrostatica entre as moléculas do corante por causa da compensacdo de sua carga
positiva com cargas negativas do DNA ou surfactante (SDS).

4. Ainda na auséncia da agregacado, a interacdo com estruturas nanoorganizadas diminui
a velocidade de fototransformacdo do Acridina Laranja, o que pode ser explicado
pelos seguintes possiveis mecanismos: a intercalacdo do AL na estrutura do DNA,
onde o AL fica preso, diminui a sua velocidade de fototransformagéo devido ao
“efeito de gaiola” e/ou a diminui¢do da polaridade do ambiente onde a AL se encontra
dentro da estrutura do DNA diminuindo a velocidade da sua fototransformagéo.

5. O oxigénio molecular participa da fototransformacdo do Acridina Laranja na forma de
oxigénio singleto, formado pela transferéncia de energia das moléculas do corante
para oxigénio molecular.

6. A interacdo do Acridina Laranja com estruturas nanoorganizados produz um obstéaculo

para o contato entre as moléculas do corante e do oxigénio molecular.

Perspectivas futuras

Durante a execucdo dos estudos apresentados sentimos a necessidade de esclarecer
varios aspectos da fototransformacdo do Acridina Laranja na sua interacdo com sistemas
nanoorganizados. Para o esclarecimento desses aspectos é necessario fazer estudos adicionais
que ndo conseguimos realizar dentro trabalho apresentado. Por isso planejamos no futuro

realizar seguintes estudos:
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1. Criar um modelo matematico adequado para o processo de fototransformacdo do

Acridina Laranja na presenca dos seus agregados.

2. Esclarecer o efeito de agregagdo no processo de fototransformacdo do Acridina

Laranja na sua interacdo com sistemas nanoorganizados.

3. Estudar de forma mais profunda o efeito da estrutura dos sistemas
nanoorganizados, em particular, sua carga, na sua interacdo com Acridina Laranja

e no processo do seu fototransformacao.

4. Esclarecer o efeito do oxigénio no processo de fototransformacdo do Acridina

Laranja na sua interagdo com micelas.

5. Estudar de forma mais profunda o efeito da estrutura dos sistemas
nanoorganizados na formacdo do oxigénio singleto, devido a sua interagdo com o

Acridina Laranja.

A realizacdo desses estudos pode dar informagdes importantes para o esclarecimento
de mecanismos gerais da interacdo de fotossensibilizadores organicos com sistemas de micro-

e nano escala de interesse médico, bioldgico e suas aplicacdes técnicas.
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