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RESUMO

A Terapia Fotodinamica de Cancer, como um processo
complexo, permite o desenvolvimento de estudos direcionados a
diferentes areas do conhecimento. No .presente trabalho
apresentamos inicialmente as bases da terapia ressaltando a sua
forte dependéncia com a espectroscopia éptica. Apresentamos
toda a "ferramenta" basica que possibilitou o entendimento dos
nossos resultados experimentais em fluorescéncia e Raman, os
quais acrescentam contribuigoes originais, experimental e
tedrica, para esta linha de pesquisa. Nosso objetivo principal
foi o de utilizar resultados académicos, como os de
fluorescéncia e absorcac Optica, para elaborar experimentos
fronteiricos com a pratica médica. Neste sentido demonstramos a
viabilidade de um método capaz de monitorar o processo da
terapia "in vivo", bem comc mostramos que a eficiéncia da
Terapia Fotodinamica de cancer pode ser melhorada em condigoes

hiperbaricas de oxigenio adequadas.



ABSTRACT

Photodynamic Therapy for the treatment of Cancer is a
very complex process which leaded us in the study of different
areas of knowledge. In this work we discuss all the basic
concepts of the Photodinamic Therapy in strong connection to
optical spectroscopy. The scientific tools indispensable for
understanding of our results in fluorescence and Raman spectra
were presented added with original experimental and theoretical
contributions. The aim of this thesis was the use of academic
results which could be useful in medicine. Therefore we have
demonstrated the feasibility of a new method for monitoring the
Photodynamic Therapy "in vivo". Besides these results we were
able to demonstrate that in Hyperbaric Oxygen atmosphere the

PDT process would probably be acelerated.
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CAPITULO I

INTRODUGCAO

A Terapia Fotodinamica de Tumores é um método
alternativo de tratamento de cancer, onde uma reagao de
fotossensibilizagdo localizada é provocada por uma substancia
exogena, o fotossensibilizador. Esta substancia é injetada
intravenosamente, seletivamente retida pelas areas neoplasicas
e apds alguns dias é expelida pelo tecido normal. Irradia-se
entdo a regido afetada (por via direta, endoscdpio ou fibra
optica) com comprimento de onda bem determinado, o que causa
necrose tumoral.

Uma vez que cancer é um termo que abrange uma grande
familia de doengas com padroes clinicos muito diferentes, &
dificil que apenas um fotossensibilizador possa ser eficiente
em todos os casos. Os compostos da familia das porfirinas tem
sido particularmente empregados.

A propriedade optica de emissao fluorescente na
regido do visivel, caracteristica de todas as porfirinas, e o
fato de que estas encontram-se preferencialmente retidas no
tecido neoplasico (que difere do tecido normal em PpH,
permeabilidade da membrana,etc.), proporciona naoc apenas
possibilidade de destruicao localizada dos tumores, mas também

1,2 . .
2 jndicam que

sua deteccao e delineagao. Trabalhos recentes
esta caracteristica vem sendo utilizada no diagndstico precoce
de peguenos aglomerados tumorais nos bronquiolos, que nao podem

ser detectados pelas técnicas convencionais além de
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possibilitar a prevengao de certos tipos de cancer, atraves da

deteccdo de tumores ainda em sua fase benigna.

A figura 01 sumariza as etapas do processo de Terapia

Fotodinamica de Tumores (do ingles Photodynamic Therapy = PDT)

com um particular derivado de hematoporfirina

Figura

0l1l-

HpD injetado {2,5-3 mgHpD/Kg)

intrgperitoneal

Droga selstivomente
retida por c¢élulos

malignas

Diagrama

Radiagdo
ultravicleta
K= 395 nm

—_-—NTNSTNS
Radiogdo vermeiha
A= 625 nm

Formggdo de

oxigenio singlete

| Necrose locollzada

esquematico do processo de Terapia

Fotodinamica de Tumores com Hematoporfirina.



Depois do primeiro trabalho em humanos publicado por
Dougherty em 1978(3), milhares de pacientes tem sido tratados
por esta técnica. Os casos publicados incluem neoplasias
origindrias de diferentes odrgdos, como carcinoma de células
escamosas; adenocarcinoma; carcinoma de celulas basais, de
transicao e adenoma cistico; assim como tumores malignos de
origem ndo epitelial como glioma, melanoma, retinoblastoma,
liposarcoma, cromosarcoma e sarcoma de Kaposi. A maioria dos
tipos de tumor responde ao tratamento e os resultados sa0
promissores, entretanto orgaos altamente pigmentados e
visceras macigas (figado, bago, rins e medula Ossea) impedem a
penetragao da luz para o tratamento, o que os torna resistentes
a Terapia Fotodinamica de Tumores.

Entre os fotossensibilizadores usados, aquele que tem
apresentado resultados mais promissores e maior eficiencia e a
Hematoporfirina e em particular um de seus derivados, ©
Dihematoporfirina Eter (DHE). A figura 02 apresenta a estrutura
quimica dos sensibilizadores mais conhecidos.

Esta tese é uma continua¢aoc do trabalho iniciado no
mestrado e €& uma das linhas de pesquisa do Grupo de
Desenvolvimento e Aplicagoes de Laser, que tem como objetivo
nio apenas estudar a nivel académico os diversos todpicos da
Terapia Fotodinamica de Tumores, mas também contribuir para a
implantacao desta terapia no Hospital das Clinicas da Unicamp.
Esta tese tem o objetivo especifico de estudar as propriedades
épticas da hematoporfirina, e através delas colaborar na
compreensio de alguns fenomenos envolvidas na terapia, bem como
propor um modelo de monitoragdo do processo de destruigac

tumoral e um modelo de otimizagdo da Terapia Fotodinamica gde
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Para isto, apresentaremos nho capitulo II uma revisao
descrevendo © processo de entrada e retencao seletiva das
porfirinas nas células, bem como dos diferentes tipos de agao
fotossensibilizadora que poderdo ocorrer subsequentemente; em
especial aquelas reagoes envolvendo a produgao de oxigénio
singlete. Finalizaremos este capitulo com a descrigao do
mecanismo de agao e parametros envolvidos utilizados na PDT com
hematoporfirina.

No capitulo III apresentaremos uma revisao dos
conceitos basicos da fisica quantica necessarios para a
compreensio dos fendmenos observados na espectroscopia optica.

A descricdo dos resultados experimentais e uma
discussdo qualitativa dos mesmos é feita no Capitulo IV onde
entre outros resultados apresentamos linhas Raman que ainda nao
tinham sido observadas.

Apesar do processo de PDT ja estar em fase de uso
clinico em varios paises, se desconhece métodos capazes de
monitorar a eficiéncia terapéutica durante a realizagao do
tratamento. Somente apds uma evolugdo temporal da doenga €
possivel fazer esta avaliagao. Neste sentido, a presente tese
contribui, pelo menos academicamente, para a elaboragiao de
um método avaliador do referido processo durante o tratamento,
através da medida de intensidade relativa da fluorescencia
provocada simultaneamente com a PDT propriamente dita.

A otimizagaoc da PDT certamente ainda nao foi
alcancada, haja visto que n3o sao encontrados na literatura
muitos trabalhos com esta preocupagao. No nosso trabalho,
investigamos também as condigdes de oxigenagao em tecido normal

e tumoral, que relacionadas ao fato de que o O, é o principal
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responsavel pelo processo de destruig¢ao, levam a proposta de
associar um tratamento Hiperbarico a PDT, proporcionando assim

condigdes otimas para um bom resultado da terapia.
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cAPiTULO II

TERAPIA FOTODINAMICA DE TUMORES COM HEMATOPORFIRINA

A Terapia Fotodinamica de tumores com
hematoporfirina, como toda terapia, apresenta uma eficiéncia
que depende da existéncia ou realizagao conjunta de alguns
processos. Estes processos podem ser de natureza quimica,
fisica ou bioldgica, possibilitando que diferentes areas do
conhecimento cientifico avancem independentemente apresentando
descrigoes parciais do fenomeno. No presente trabalho estaremos
concentrando esforgos no entendimento daqueles fenomenos
fisicos que contribuem para o processo terapeutico sem deixar,
entretanto, de dar uma visdo abrangente do processo como um
tedo.

De uma forma geral, a eficiencia do processo da

Terapia Fotodinamica de Tumores depende dos seguintes fatores:

blologicos { a) seletividade e retengao do fotossensibilizador

( b) intensidade da radiagio eletromagnética

especifica que chega na regiao de tratamento

fisicos { ¢) eficiencia da absorcdo dos fotons ativadores
do processo

d) eficiéncia da transferéncia de energia de

excitagdo da molécula de hematoporfirina para

| o oxigénio intracelular.

quinlcos { e) efeito oxidante na molécula tumoral
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Nos itens seguintes deste capitulo discute-se cada um
dos fatores que contribuem para a eficiéncia da Terapia

Fotodinamica de Tumores.

2.1- SELETIVIDADE E RETENQKO DOS FOTOSSENSIBILIZADORES

Os fotossensibilizadores, como a hematoporfirina, sao
transportados principalmente pelas proteinas do plasma, em
particular pelas lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Estas
lipoproteinas apresentam afinidade quimica por porfirinas e sao
responsaveis pela entrega das porfirinas (a hematoporfirina e
um tipo particular de porfirinas) ligadas a elas para o tecido
tumoral. Além disto, as porfirinas podem ser incorporadas pelas
células por difusido passiva através da membrana, o que depende

da hidrofobicidade e carga destas porfirinas, i.e. p.H‘“’.

Este
é um processo tipicamente bioldgico.

No primeiro caso, as LDL sao "tomadas" pelas células
via endocitose mediada por receptores e digeridas por lisossomo

N s
hldrolase( )

onde células tumorais possuem um numero maior Qe
receptores LDL que células normais.

No segundo caso, o tecido tumoral apresenta em geral
pH mais baixo gue o tecido normal, favorecendo a incorporacao
em particular de Hematoporfirina pura e de um derivado da mesma
(HpD) . Apesar disto, o pH intracelular é mais alto que do
fluido intersticial'*’, e tal diferengca parece ser uma
importante forga direcionadora.

A figura 03 representa uma membrana de eritrocito

humano, constitituida de uma bicamada 1lipidica e suas

proteinas. O modelo do mosaico fluido mostrada na figura 04 é
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universalmente aceito para descrever a fisiologia de uma
membrana como esta. Em particular, o processo de entrada das
porfirinas na célula e até mesmo em organelas, é explicado.
Enquanto as teorias gue tentam explicar o fendmeno de
seletividade e retengao de certos corantes como a
hematoporfirina por tecidos tumorais nac s@c bem definidas, a

(6-8)

pratica tem mostrado desde 1960 que o fenomeno existe e

mostrou-se til para a diferenciagdo através da fluorescéncia,

de tecidos malignos e benignos.

Protelna de Proteinas
tronsporte cghidnico intrinsecas
C S -5 nm

Proteinas
periféricas

Anquirina

Figura 03~ Membrana de um eritrodcito humano'?’
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Figura 04- Hematoporfirina entrando na membrana segundo o

modelo do mosaico fluidof“



14

2,2- PROCESSOS FISICOS ENVOLVIDOS

Na nossa listagem dos processos gque definem a
eficiéncia da Terapia Fotodinamica, chamamos a atengao para a
importancia da intensidade da radiagdo (item b pagina 11). Em
todo processo em gque a energia dos fotons € absorvida para
realizar o efeito esperado, o resultado sera proporcional a
intensidade da radiacao que chega ao meio absorvedor. No caso
da terapia fotodinamica, o efeito ocorre em tecido que
normalmente encontra-se abaixo da superficie da pele, assim é
necessario considerar a absorcao do tecido que se interpode
entre a fonte de luz e o préprio tumor. Para isto um
conhecimento da absor¢ao tecidual por diferentes comprimentos
de onda se faz necessario. Na figura 05 mostramos que a
radiacdc vermelha é a que mais consegue penetrar no tecido
humano (pele). Este fato constitui uma feliz coincidencia para
a terapia fotodinamica, pois como veremos adiante, a radiagao
vermelha é ideal para desencadear o processo de destruigao

tumoral.

A 200 300 400 500 600 800 100
] 1 1

140C 10600 nm
1 1 B S N B | [Py

Extratc Cdrneo
Extrato Malpigul [/ °.

4

Tecido Muscular. = . . = 0T L L

Figura 05- Representacdo esquematica de um corte de tecido

humano e o percentual de penetracio de diferentes

. 10
comprimentos de onda !'?
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E claro que o efeito da intensidade no processo
devera apresentar carater de saturacao pois se todos os centros
absorvedores ja estiverem excitados nio adiantara aumentar o
aporte de fotons.

A eficiencia de absorgdo dos fotons ativadores
do processo (item ¢, pagina 11) e a eficiéncia de transferéncia
de energia de excitacdo da molécula de hematoporfirina para o
oxigénio intracelular (item d, pagina ;é) podem ser entendidas

como fatores que compdoe a eficiéncia da terapia através das

descricoes que seguem nos proximos itens.

2.2.1~ DESCRIGCAO pos TIPOS E PROCESSO0S DE ACRO

FOTOSSENSIBILIZADORA

Certamente s3ao muitos os mecanismos moleculares que
podem estar envolvidos em reagoes de fotossensibilizagao, entre
eles destacamos: |

Absorcao ressonante de um foton pelo sensibilizador

Transferéncia de energia de excitacao do sensibilizador

Ejecdo de elétron ou ion

Formacao de radicais livres e subsequénte reagao quimica
Podemos esquematizar o© processo de excitaciao e

subsequente desexcitac3o de uma molécula organica A como:

radicais R’ fotoprodutos (Tipo I)

b 1
A — A — 02 fotoprodutos (Tipo II}
fotoprodutos (Tlpe III}

A figura 06 mostra o diagrama de energia de excitacgao
e o processo de desexcitacao de uma molécula organica A

(diagrama de Jablonski) com um par de elétrons no estado
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fundamental S . A absorcao de um féton leva um dos elétrons a
um orbital vazio, originando o primeiro estadoe excitado

singlete 8+ cujo tempo de vida € relativamente curto (ps-ns).

-y —

Transferéncia

‘e 88
|

= _0
Tipo I

p o
Chesaen
b

So(B) 30,

(11)

Figura 06- Diagrama de Jablonski de uma molécula organica A

Os processos de desexcitacgao sao descritos no texto.

Os quatro principais processos de desexcitacao estao
esquematizados na figura 06, onde A representa a molécula do
fotossensibilizador. , B representa uma molécula do meio, e 0,

presente no meio. Eles sao:

1- Emissdo (fluoresceéncia, S,—— 5,)

2- Conversdo interna (C.I.) de energia eletrdnica para
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vibracional, levando a dissociagao em radicais R; dando
origem a fotossensibilizagao (Tipos I e II)

3- Ejecdo de um elétron e formagdo de um cation (A" )
(processo de Dbaixo rendimento quantico mas de
importancia em alguns sistemas aquosos, contendo
croméforos indol em particular)

4- Cruzamento intersistemas (C.I.S.) para estado triplete
Tl.

0 estado T, tem tempo de vida longo { Ms-ms } uma vez
gue os dois eléetrons tem spins paralelocs. A
transferencia de energia pode levar a gerar %% ou
excitagcdao de alguma molécula do substrato, dando origem

ao chamado efeito fotodinamico. Outras interagoes com

02 ou substrato podem ocorrer uma vez que o estado

triplete, devido aos seus dois elétrons
desemparelhados, se comporta como birradical
quimicamente ativo. Processos intramoleculares de

importancia fotoquimica também podem ocorrer, como por
exemplo, cruzamento intersistemas levando a um nivel de
energia vibracional alto do estado fundamental que pode
dissociar em radicais Rz’ ou R3' ( tipos I e II).
Devido a seu maior tempo de vida e reatividade, o
estado triplete desempenha um papel muito importante em
reagdes de fotossensibilizagao.

0 processo de destruigao tumoral por foto-oxidagao
provocada por oxigénio singlete, e conhecido Ccomo
sensibilizacdo do Tipo II, onde o sensibilizador transfere sua
energia de excitagaoc para o oxigenio molecular que passa do

estado fundamental triplete para seu estado excitado singlete,
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como esquematizado a seguir:

3,.* 3 1 1, *
A" +%, ——— A (8} + O

0 oxigénio singlete uma vez formado pode sofrer

varios processos de desexcitagao:

( 302+ hv (emissao)
. 302 + calor (desexcitagao nao radiativa)
0, ———
3 intbldor
o, + Q + calor (quenching)
AO (foto-oxidagao)

. 2

0 processo de desexcitagac por emissao tem um
rendimento gquantico muito baixo, entretanto é detectavel e é
considerado como ¢ melhor argumento para o envolvimento de 102
em uma reacao fotossensibilizadora (1,27um).

A desexcitagao nao radiativa é reduzida
principalmente pelo efeito do momento de dipolo das moléculas
do solvente nos elétrons do oxigénio, induzindo uma mistura de
estados 1Age 32;( To) [vide apendice 1]}. Na dgua o acoplamento
entre ambos ’'estdgios é forte, a desexcitagdo é entado eficiente
e o tempo de vida curto (4us gquando comparado a 2.700s em fase
gasosa a baixa pressao). En DO e em lipideos (membrana
celular) o acoplamento é fraco e o tempo de vida maior ( 55us e
100us respectivamente).

No caso de desexcitacgao por inibidores especificos Q
("gquenching") podem ocorrer:

-

a) transferencia de carga [ 02.....Q ] e subsequente
desexcitagao interna.
b) transferencia de energia de uma molécula Q na gual um

eficiente <cruzamento intersistemas promove a relaxagao



. . . ~ 3. 3
vibracional antes gque a oxidagao de

ocorrer:

102"+ 9 — 3o2 +3% —— 9 + calor.

(£ o bem conhecido caso do B-caroteno, eficiente e

inibidor presente nas células, proximo a clorofila,

Q por O2
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possa

estavel

gue na

~ . . . 1..* .
auseéncia deste seria oxidada pelo 02 produzido pela

transferencia de energia via clorofila triplete.)

a)

HO — - | * .
+ 0,
|
0
oL
b)
’ v C< o C=< 0= C=<
i<+ s (€ —
W fC< Ot C= 0= C=<
c)
0} .35 o R —_—
< + el B | | l ] _—
0 »r°# 0 N [N |
H H
d)
0 Ry o)
I+ —_— |
0 C
H-CHz H

Figura 07- (a) Oxidagao do colesterol
(b) a {d) outros tipos de reagac de

provocadas por oxigénio singlete

oxidacao

Varios tipos de reagao podem ocorrer resultando do

carater duplo-ligante do 10; , e algumas estao representadas na
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figura 07. Estas reagOes sao de importancia bioldgica, uma vez
que elas afetam as membranas, podendo ocorrer adigao sobre
cadeias acila R-C=0 insaturadas de fosfolipideos, proteinas e
enzimas (Oxidacao de aminodcidos: triptofano, histina, cisteina

v 2 ’ [ . ] 11
e metionina) e acido nucleico (guan051na)( )

2.2.2- REACOES DE FOTOSSENSIBILIZAGAO QUE NAO ENVOLVEM ‘oz

As reacdes de fotossensibilizagdo por radicais, sao
conhecidas como reacoes do Tipo I (veja diagrama nha figura 06)
e podem ocorrer de uma das seguintes formas:

1- A" interage com o, através de transferéncia de
carga onde 02 é receptor de eléetron. Em meio polar (aquoso) a
solvatacdo (fixagdo de molécula do solvente por ion) estabiliza
os 2 ions e permite sua dissociagdo dando origem ao ion
superoxido 02-, o qual difunde e causa oxidagcaoc do substrato
(esta reagdo é rara).

o 0; superdxido quande formado, pode promover
oxidacdo por diferentes caminhos:

a) absorvendo H e formando perdxido de hidrogénio

(muito reativo):

HZO + 02—-—-— OH
ou
AH + 0, ———— A" + HO,
b) Tomando um segundo elétron, levando a 022 e entao
a H202:
0%+ 21" » HO,

c) Perdendo seu eléetron em uma reacao de redugao:
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Fca++ 0- > Fe+2 + 0O
2 2
d) Por dismutagdo dando 'O, e HO,
= - 1 * —2
0, + 0 »'0, + 0,

2- ' primeiro interage com substrato B, perdendo ou
ganhando elétrons, e o anion subsequentemente formado, reage
com 0, dando 0; ativo.

3- A reacio com o substrato também pode consistir de
abstragao de hidrogenio (levando argoz).

4- °7" sofre dissociacdo molecular em radicais que
podem reagir com algumas moléculas do substrato para produzir
radicais das mesmas e estes radicais serem oxidados por 0,-

Alguns poucos tipos de moléculas que absorvem luz
implicam na fotoalteragdo de biomoléculas na ausencia de
oxigénio, mas em certos casos a reagdoc é até inibida pela
presenca deste. Em geral estas reagbes necessitam de condigoes
especificas, i.e, sistemas anaerdébicos com alta concentragao
local de reagentes e ocorre por transferéncia de carga e ejegao

de protons.
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2.3-ACAO0 FOTOSSENSIBILIZADORA DA HEMATOPORFIRINA

No item (e) da pagina 11 listamos "efeitos quimicos"
como co-participantes do processo de sensibilizagdo como um
todo. Para entender isto basta levar em consideragao alguns
aspectos observados anteriormente. O derivado da
hematoporfirina, HpD, tem sido o compostc usado apresentando
maior eficiéncia fotossensibilizadora. O HpD é uma mistura de
mais de 100 @porfirinas (comercializado sob o nome de
Photofrin), sendo que destas, o composto mais ativo "in vivo" e
o Dihematoporfirina Eter, DHE (comercializado sob o nome de
Photofrin II)(figura 02].

Assim, embora a absorgao maxima ocorra para a banda
do Soret (no ultra-violeta), a profundidade de penetragao deste
comprimento de onda em tecidos é muito pequena, ac contrario do
que acontece com A= 619nm (figura 05). Além disto, quando a
porfirina na célula é excitada na regiac do vermelho temos um
processo de absorgdo ressonante exatamente na regido de
interesse para a transferéncia de energia nao radiativa ao
oxigénio. Esta é uma coincidéncia muito positiva, ja comentada
na pagina 14.

Para o HpD, uma incidéncia de luz com comprimento de
onda A ~ 630nm com densidade de energia 50-—— 250 J/cm2
depois de 48 horas de injecado endovenocsa de 2,5 - 3 mg HpD/Kg
de massa tem sido os parametros clinicamente determinados e
usados ‘?’.

0 espectro de absorcao oOptica do HpD em solugao
salina apresenta picos em A = 372,nm, A = 504,9nm, A = 538,5nm,

e A = 619nm (figura 08), mas testes "in vivo" em tecido tumoral
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com HpD mostram que o comprimento de onda mais eficiente na

destruicdo do tecido neoplasico & de A = 630nm‘?’.

INTENSIDADE (u.a.)

400 500 600 700
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Figura 08- Espectro de Absorgao do HpD, que medimos em solucdo

salina 0,9%.

No caso do HpD, trabalhos publicados na literatura
mostram que o processo de sensibilizagao predominante tem sido
do tipo 11¢12°'%)  através da dectecao da produgdo de 10; (pelo
pico de emissao A =1,27um pelo produto oxidado do colesterol,
etc.) embora alguns autores tenham encontrado um pequeno

percentual de formagao de radicais livres ( Tipo I )HTJGL

0 processo de sensibilizagao da PDT com
hematoporfirina "in vivo" ocorre em 3 fases a saber: Oxidativa,
Hipéxica e Isquemica.

Todos estes processos dependem principalmente da
localizacdao do HpD e da concentrag¢ao de 0, nos capilares e

tecidos do tumor.
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2.3.- DEPENDENCIA DA PRESENGA DE OXIGENIO

A eficiéncia de fotoinatizagao de células malignas
diminui com a diminuicdo da concentra¢do de oxigénio no meio
celular.

Testes "in vivo"''®’ mostram gue guando o meio
celular (carcinoma) foi submetido a atmosfera com 1% de 02, a
eficiéncia de desexcitagaoc se reduz a 50% comparada aquela do
meio saturado. Ja com atmosfera de N2 puro, nenhuma

fotoinatizagdo & observada. Um outro grupo‘lg’

encontrou que a
redugao na pO, para 70% faz com que a desexcitacao caia de 50%.
Na fase oxidativa ocorre a geragao de 102 as custas
de O, molecular, causando alteracoes na funcionabilidade ou
integridade da membrana e componentes celulares (devido a
hidrofobicidade).
O HpD incorporado A fase lipidica da membrana leva a
oxidacao do colesterol(ZO), provocando ruptura da membrana. A
foto-oxidacdo de proteinas da membrana induzem aumento na
permeabilidade cationica e hemélise®'.
O HpD ao redor da mitocondria modifica a integridade
da cadeia de transporte de eletrons, afetando a respiragao e
fosforilacdo oxidativa. HA uma diminuigdc no nivel de ATP e

+

reversio no movimento de ca’’ e diminuigdc na atividade do

. . 22
c1tocromo—c—ox1dase( ),

Além distoc o  HpD, provoca fotooxidagao de
aminoacidos; triptofano, histidina, cisteina e metionina;

(11,23 . - ..
»23) peroxidagac de acildos

levando a quebra das proteinas
graxos insaturados e alteragao no DNA (oxidagao da

guanosina) (vide figura 07].
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Na fase hipéxica o oxigénio induz alteracgoes
patofisioldgicas levando a oclusio dos vasos sanguineos e
hipoxia. Nesta fase ha uma redugdo de oxigenio nos tecidos

devido a diminuicao de fornecimento.
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Figura 09‘'%?*’- Dependéncia temporal da pressiao de oxigénio no

local de irradiacao em animal (50 kJ/ma, A=630nm
durante 100s e desligado por um periodo de 200s)

(a) tecido tumoral (b) tecido normal
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Na figura (09) podemos observar os resultados de
experimentos(ZG) que através da medida relativa da pressao de
oxigénio transcutdneo mostram a diminuigdo da pressdc de O,
durante a irradiagdo laser em tecidos tumorais com
hematoporfirina. A incidéncia de luz laser é interrompida apds
um intervado de 100s, ficando suspensa por 200s, depois do qual
0 processo se reinicia. Para irradiagoes repetidas, nos
primeiros periodos a pressac retorna a valores iniciais, mas
com doses cumulativas a pressdo cai a zero. Para irradiagao de
tecido normal, figura 09(b) a pressao de oxigénio sempre

retorna aos mesmos niveis apds repetidas irradiagoes laser.

B o7 r
o b
~
£ 06
£ I
S
A 5 o4 E OS5 0.480
E L
~ w
z 03 § 04
3 303
g 02 w =
g e =
o 0.2 =
8 X =
o o 3 =
X T o N =
2 ¥ =
& =
0 0 =
A B
(25)

Figura 10- Determinacdoc do fluxo sanguineo em tumores apds PDT.
(a) apdés 10 min (b) apos 24hs do tratamento
D e B controle (sem luz, com HpD)

M c @l fototratadas (A > 590nm, 360 J/cm®)

Na fase isquemica ha um esgotamento regional da

entrega de 0, e de nutrientes devido ao colapso vascular, ou
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seja, ocorre destruigao da microvasculatura causando necrose.
Este fato esta ilustrado na figura (10), gque apresenta os
resultados de Selman (1984)w9.
Neste caso a redugdo dos niveis de O, é irreversivel.
Podemos entdoc sumarizar as etapas da Terapia
Fotodinamica de Tumores com hematoporfirina, na seguinte
sequencia:
Apés a transferéncia de energia para o oxigénio singlete,
ocorre um consumo do mesmo , seguido de alteragoes estruturais

da vasculatura local e consequénte redugdo no fluxo sanguineo.

Isto leva a uma isquemia do tumor e finalmente a sua necrose.
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CAPITULO II11

PRINCfPIOS BASICOS DE ESPECTROSCOPIA OPTICA

No capitulc anterior descrevemos o processo da
Terapia Fotodinamica através dos diferentes passos que
transitam pela quimica, fisica e biologia. Se nos restringirmos
aos aspectos fisicos do problema, iremos deparar inicialmente
com a necessidade de conhecer os espectros Opticos das
moléculas de Hematoporfirina e derivados. Certamente tal
conhecimento possibilitara maior deselvolvimento da Terapia
Fotodinamica propriamente dita.

A espectroscopia Optica é um ramo da fisica que para
o seu bom entendimento exige um conhecimento de mecanica
quantica profundo. Assim, estudaremos a seguir a teoria de tal

técnica explanatéria.

3.1- REVISAO DOS CONCEITOS DE MECANICA QUANTICA DE INTERESSE

PARA A ESPECTROSCOPIA OPTICA

A espectroscopia estuda a interagdoc da radiagao
eletromagnética com a matéria. Os conceitos basicos para o
entendimento da espectroscopia Optica sao aqueles da fisica
quantica fundamental, assim sendo, nesta fase apresentaremos

(26-33,58 e 59)
apenas uma revisaoc dos mesmos , com a intengao de
registrar o estudo nhecessario ao entendimento do conteido

principal da tese.

Podemos definir uma onda eletromagnética como sendo
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formada por uma componente de campo elétrico e uma de campo
magnético e portanto estudar as interagdes entre as
propriedades elétricas e magnéticas dos atomos e moléculas com
estas componentes da onda incidente. Através dos espectros
atomico e molecular podemos obter informagoes detalhadas a
respeito da estrutura molecular e propriedades quimicas das
substancias em estudo.

Os estudos de Plank (1900) sobre a radia¢ao do corpo
negro levou a hipdtese de que a absorgao e emissdo de radiacao
pela matéria ocorre em finitos quanta de energia. A energia é
proporcional a frequéncia do oscilador harmonico responsavel

pela absorgaoc e emissao da radiagao:
E = hv (1)

onde h é a constante de Plank.

Einstein (1905) durante as experiéncias sobre o
efeito fotoelétrico observou que quando a luz de um determinado
comprimento de onda incidia sobre uma superficie metalica no
vacuo, a superficie se tornava positivamente carregada e eram
langados elétrons. Nenhum efeito era observado para luz de
comprimento de onda maior que determinado valor, e abaixo deste
o nimero de elétrons langados era proporcional a intensidade da
luz. Entretanto a velocidade dos elétrons dependia somente da
frequéncia da luz e nac de sua intensidade. Einstein sugeriu
entao que luz consiste de quanta de energia hv , chamados
fétons, que viajam com a velocidade da luz. Assim quando um
féton de energia hvy  atinge uma superficie, um elétron é

lancado com velocidade v , e com energia cinética dada por:
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myv

= hv - W (2)

onde m € a massa do elétron e W uma constante caracteristica
-]

do metal.

Em 1913 Bohr fez um grande avango aplicando a teoria
quantica ao estudo de espectros atomicos. Para explicar o fato
de que o hidrogénio emite somente certas frequéncias
caracteristicas, Bohr postulou que os elétrons nos &atomos
ocupam estados ou niveis com valores definidos de energia. A
emissac de luz é causada pelo decaimento de um elétron de um

estado de energia mais alto para um mais baixo, e escrevemos;

E - E = AE = hv (3)

m n

Um féton de energia hv é emitido quando ocorre uma
transicao eletronica, e inversamente , o atomo pode absorver um
foton indo de um estado eletronico mais baixo para um mais
alto. A Equagdo (3) forma a base de todos os estudos
quantitativos de espectroscopia.

Bohr obteve a férmula correta para os niveis de
energia eletronicos do hidrogenio, e assim explicou as 1linhas
espectrais observadas, aplicando a teoria quantica de Plank e
usando conceitos macroscépicos. Entretanto sua teoria tinha
limitagoes devido a restrigdes arbitrarias, e experimentos mais
refinados mostraram que seus postulados ndo eram adequados para
explicar todos os fenomenos observados.

Os trabalhos de Plank, Einstein e Bohr apresentaram
um dilema com respeito a natureza da luz. O postulado de que
luz consiste de fétons, implica em um conceito de particula.

Por outro lado, os fenomenos de difragdo e interferéncia podem
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ser explicados somente em termos de uma teoria ondulatdria.
Infelizmente nac ha solugdo simples para esta dualidade.
Estamos acostumados a pensar em termos de sistemas
macroscopicos, e esperamos que todos os sistemas tenham um
conjunto de propriedades bem definidas. Mas nac ha razao para
écreditarmos gue estas suposiQBes devam ser aplicadas também a
sistemas microscopicos. Assim, podemos dizer que a luz possui
as propriedades, tanto de onda como de particula, sendo que a
teoria de Maxwell descrevendo a propagagac da luz e a teoria
quantica descreve a interagdao da luz com a matéria. Em 1924 de
Broglie sugeriu que a propriedade de natureza corpuscular da
matéria, ou seja, o momento p, esta relacionade com sua
propriedade ondulatoria, o comprimento de onda A , pela

constante de Plank. Entao temos:

(4)

p=mv = _h
A

De fato um numerc muito grande de experimentos tem
confirmado a natureza dual de fétons.

Outro postulado fundamental muito importante da
mecanica quantica foi dado por Heisemberg (1927), que
estabeleceu ser impossivel determinar precisamente duas
varidveis correlacionadas de um sistema fisico ao mesmo tempo.
Exemplos deste tipo de varidveis em mecanica classica sao
energia e tempo, posiqﬁo e momento, angulo e momento éngular,
etc.

De acordo com o principio da incerteza de Heisemberg,
a incerteza na determinacd3o simultanea de quaisquer 2

conjugados X e Y é:

AX.AY = h (5)
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onde h = h/2nm. Entao:

AE. At

b
o

(6)

r

Ap. Aq h (7)

onde p e g denotam momento e posicgao.

Uma equagao de movimento que descreve o comportamento
de sistemas microscépicos e que incorpora ambas propriedades de
onda e particula foi dada por Schrodinger em 1926.

Em mecanica classica a energia total E de um sistema
conservativo é igual a sua energia cinética T mais energia

potencial V. Entao:
E=T+ V (8)

Para uma particula de massa m se movendo com

velocidade v ao longo do eixo x em um potencial V(x) temos:

2
-2 ()] enee 3 8
E = [—@3‘_]2 + V(x) = £ . V(x) (10)
2 at p)

A conversao da equagac (10) na equacao de onda de

Schrodinger € obtida substituindo-se o momento p com um

operador (h/i) (d/dx), onde { = (-1)1/2. Assim,
. h 4
P ’ i dx
2 , (h o d ). -n® _a®
P > T Tax ax
e com a equagao (10) obtemos:
- h° d° + V() = E (11)

m ax-
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Podemos notar dque (—h/2m)(d2/dx2) é somente um
operador, ou seja, um simbolo matematico gque nos indica
especificamente o que fazer com uma funcao ¥ . A forma completa
com gue a equacao (11) deve ser escrita é:

a2
dx

W1

+ V¥ = E¥ (12)

_n®
2m 2

A equagdo (12) é a equagdo de Schrodinger
independente do tempo em uma dimensao, se ¥ for a funcao gue
descreve as propriedades de onda de uma particula com massa m.

Em trés dimensodes podemos escrever:

2m
h

vy + (E-V)¥ =0 (13)

onde o operador laplaciano V° é dado por:

2
[— —_— YV + V ]W = E¥

ou HY = E¥ (14)
onde o operador Hamiltoniano ¥ é dado por:

2
¥ = - .y
2m

Uma funcao de onda mais fundamental deve incluir a

parte dependente do tempo , entdo a equagao de onda se torna:

a¥(qg,t

3t (15)

H¥(q,t) = ih

Esta é a equacdo de Schrodinger dependente do tempo.
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A variavel dinamica classica, que é a quantidade observavel E,
é convertida no operador quantico ih(8/8t) e ¥ ¢é substituida
por ¥(g,t), onde g denota as coordenadas de posigao. Para ter

significado fisico, ¥(gq,t) deve ter as seguintes propriedades:

a) ¥(q,t) com valor unico e finito
b) ¥(q,t) e a¥(q,t)/dq sdo fungdes continuas
c) ¥(gq,t) é normalizada, ou seja:

+0

J ¥ (q,t)¥(q,t)dq =1

onde ¥ (q,t) é o complexo conjugado de ¥(q,t).

d) Em geral uma quantidade observavel o« tem um operador

quantico o« tal que: aop\I'(q,t) = a¥(q,t)

e o valor médio de o é dado por

+m N
<a> = Jw'(q,t)aopw(q,t)dq = lin o ) « (15b)

} o N—® 1
onde N & o numerc de observagoes feitas. ¥(q,t) pode ser
escrito como um produto de duas fungoes f e ¢, se considerarmos

g e t como variaveis independentes:

¥(q,t) = £(q)é(t) (16)
Substituindo a equac2o (16) na eguagao (15) teremos

1 d¢ (t)

RE(Q) = I —5y —at

(17)

1
£(q)
Cada lado da equagao (17) pode ser igualado a um

constante C, ja que q e t s3o independentes. Entao:

1 —3
T Hf (q} c (18)
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1 8¢ (t)

sy et € (19)

ih

Obviamente a constante C é a energia E [veja e eq.(14)]. Assim:

: 1 ap(t) _
h ey —ot = E (20)

A solugao da eqguagao (20) resulta em:

$(t) = eqzuh (21)
A funcdo de onda total ¥(q,t) é dada por:

v(q,t) = f(q)e ™ (22)

3.1.1- REGRAS DE SELEGAO

Através da resolucao de problemas simples, como o de
uma particula em uma caixa ou de um oscilador harmonico,
podemos verificar que a energia dos sistemas & gquantizada.
Entdoc, dado um conjunto de niveis de energia quantizado,
esperariamos que se fornecessemos quantidades apropriadas de
energia para uma molécula seria possivel se conseguir a
transigao entre dois niveis de energia quaisquer. Entretanto,
dos resultados experimentais, sabe-se que os espectros atomicos
e moleculares contém muito menos linhas que aquelas previstas
pela condigao de ressonancia, ou seja AE = hv. Isto deve
significar que somente certas transigdes sao permitidas ou
preferidas.

Consideremos uma transigac entre os estados
estacionarios m e n (gue permanecem invaridveis na ausencia de
disturbios externos) descritos pelas fungoes de estado ¥ e v .

Uma vez due ambas Wm e wn sdo solugoes da equagao (15), segue
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que sua combinacao linear deve ser também uma solugao da mesma

equagao. Assim:

v =c¥(q,t) +c¥ (qt) (23)

cnde c e cnsao constantes. Se a transicac do estado mais
baixc m para o estado mais alto n for provocada por radiacao, o

hamiltoniano ¥ na equag¢ao (15) deve ser substituido por :

o # + R

r ~ ] ~
onde ¥ , o hamiltoniano de perturbagao, descreve a interacao
~ , 7
entre o sistema e o campo de radiagao. Assumiremos que H » K .
Uma vez que podem ocorrer transigoes entre os estados » e n a

equacido (23) sera:

¥ =c (t)¥ (q,t) + c (V)¥ (q,%t) (24)
A equagdo (15) entao se torna:

(# + % )[e (E)¥ (q,t) + ¢ ()T (q,£)] =

8 [c, ()%, (q,t) +c ()L (L)) ys
at

= (h

0 gue resulta em:

BTF(q,t) 3Wn(q,t)
X [c (t)¥ (q,t)+c (Y)¥ (q,t)] = tlc—F¢ +C ] (26)
e
» [c (t)¥ (q,t) + c ¥ (qd,t)]
8 c_(t) 8 c (t)
= ¥ (qt)—Fg— + Y (A t)—Fg— (27)

Assumindo que ¥ e ¥ sdo ortonormais, isto é:

L ] *
anwndq=1 J"I’nxllmdq=0
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Multiplicando ambos lados da equagao (27) por Q;(q,t) e

integrando sobre todo espago teremos:

c (t) J ¥ (q, )% ¥ (q,t)dq + J ¥ (q,t)% ¥ (q,t)dq
acn(t)

= h —3%

Se o sistema esta inicialmente em um estado mais

baixo do que =, teremos:
cn(t) = 0

Quando o campo € aplicado, a taxa inicial de
transicio é dada por:
dcn(t) cm(t)

dt dt

[ w:(q,t)n'wm(q,t)dq (29)

No caso particular de um oscilador harmonico
unidimensional, consideremos uma particula de carga € na
posicao x e -e na posicao de equilibrio. Em um determinado
instante o momento de dipolo elétrico u serd dade por:

u = ex (30)

e na presenga de um campo elétrico, o hamiltoniano de
perturbacac representando a interagac entre o campo elétrico e

o momento de dipolo elétrico é dado por:

H =¢ . u (31)

o que implica que a probabilidade de transicao do momento de

dipolo é dada por:

nm

T J V(x) u ¥ (x) ax (32)

que escrito como uma integral definida fornece:
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+ 00

u =e J ¥ (x) u ¥_(x) dx (32a)

nm
=0

Esta integral sera zero se a funcao \P'(x)x\l!(x) for
impar e sera diferente de zerc se a fungao for par. Isto se

deve ao fato de que:
+m o] +00 [ ]
I F(x)dx = I F(x)dx + I F(x)dx = I F(-x) dx +I F(x)dx
-m -0 o] 0 0

Esta integral é diferente de zero se F(x) for par,
isto é, F(x)=F(-x), e zero se F(x) for impar, isto ¢,
F(x)=-F(-x). Uma vez dque a fungdo g(x)=x é impar, segue gue
Wn(x) e @m(x) devem ter paridades contrarias tal que Hom seja

diferente de zero.

\
v _
par impar
¥ s permitida
_—
Impar par
7
¥ ¥ )
par ———) par
> proibida
impar impar
J

Isto estabelece que para o oscilador harménico
unidimensional as transicoes devem obedecer a regra geral
acima; mas além disto, estdo restritas somente a niveis
vizinhos, onde m = n -1.

Até este ponto, por simplicidade, consideramos apenas
a interacdo entre a componente do campo elétrico da radiagao e
o momento de dipolo elétrico. Sabemos entretanto que existem
outras interagdes cuja ordem de magnitude decresce na seguinte

ordem:
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lnterag;o de dipolo elétrlco » int.erag;o de dipolo magnetico >

~ .
interagao de quadrupeloe eletrico.

3.1.2- TRANSIGOES

A absorgao e a emissao que ocorrem na presenca de um
campo externo sao chamadas de absorgdoc e emissao induzidas.
Além disto, o sistema no estado n pode perder espontaneamente

uma certa quantidade de energia E dada por:

De acordo com a lei de distribuicdo de Boltzmann, a

razdo entre as populagoes do estado » e = , N e N é dada
por:

N

m

onde k é a constante de Boltzmann.

Definindo a probabilidade de transigao por unidade de
tempo para a absorgdo e emissdo induzidas e emissdo espontanea
como sendo B, B_, e A , © numero de emissces induzidas
por segundo é proporcional a NB e e dado por NB p(v) ,
onde p(v) é a densidade da radiagdo com frequéncia v, o numero
de absorcoes induzidas por segundo e dado por b%Bmp(v). Para
estados estaciondrios, as taxas de absorgao e emissao sao

iguais, entao:

Nmanp (V) Nanp (v) + NnAm (34)

Uma vez que B Bm.' podemos escrever:
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p(v) = Nn Anm = Anm 1 (35)
Bnm(Nm - Nn) Bnm e-(Em - En)/k'r 1
De acordo com a lei de Plank:
Bnhv3 1
p(v) = (36)
ca th/kr -1
Uma vez que v = vmatemos gue:
&m Bnhv;
B = 3 (37)
nm C

Entao em geral, a intensidade das linhas de absorgao
é proporcional a populacao do estado mais baixo, e, guando uma
amostra €& irradiada havera também emissao induzida e
espontanea. Poderiamos esperar que este efeito diminuisse a
intensidade das linhas de absorgao. Entretanto, uma vez gque
somente a emissdo induzida e coerente com a radiag¢ao incidente,
ou seja, ela se propaga na mesma direcao do campo de radiagao,

a intensidade de absorgaoc liquida & dada por:

NB,P(v) = NB p(v) =B _p(v)(N, - N) (38)

Assim, a intensidade de uma dada absorcao depende da
diferenga entre as populagaes nos estados m» e n se p(v) for

mantida constante.

Ao realizar qualquer tipo de medida espectroscopica
existe em geral o interesse por apenas um tipo de troca de
energia.

Se assumirmos gque os varios tipos de interacao de
energia sao independentes umas das outras, poderemos expressar

a energia total da molécula como a seguinte soma:
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EE=E +E _ +E + ... (41)

Isto significa que a fungao de onda molecular total
¥ pode ser escrita como um produto das fungoes de onda
individuais:

Vo= e Yoip Yo o cc (42)

A tabela 01 ap r esenta um sumario dos varios
intervalos de energia das diferentes Aareas de interesse
espectroscopico.

Embora esta aproximagao nao seja exatamente

verdadeira, ela pode ser usada em muitos casos com resultados

satisfatodrios.
Tabela 01
~ - - COMPRIMENTO
REGIAO FENOMENO FREQUENCIA Hz
DE ONDA
’ - 6 B
Radio=- NMR , ressonancla de 10 a 10 300 a 3m
frequencia quadrupolo nuclear
~ ~ 10 12
Frequenc ia de EFR ,rotacge molecular 10 a 10 30 a 0,3m
microondas
e 12 14
Infravermelho Rotagao molecular e 10 a 3.10 300 a 1lm
vibragao molecular
’ ~ ~ 14 16
Visivel e Transigoes eletronicas 3.10 a 10 1jim a 300A
Ultra~Violeta (eletrons externos)
~ -~ 16 19
Ralos~X Translgoes eletronicas 3.10 a 10 100 a 0, 3A
(eletrone Internos)
- 19 22
Ralos=-Y Transigoes Nucleares 10 a 10 0, 3-0,003A
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3,2- FOTOLUMINESCENCIA

0 termo genérico fotoluminescéncia ¢é usado para
indicar que a incidéncia de foétons excita a emissio de luz, e
portanto inclui os fendomenos de fluorescencia, fosforescencia,
assim como os espalhamentos Rayleigh e Raman.

A excitacdo de uma molécula por luz pode provocar uma
reagdo quimica, transferéncia de energia por colisdo ou entao a
molécula poderia eventualmente retornar ao estado fundamental
com liberacaoc de energia, isto €, o processo de desativacao

seria o de emissao luminescente.

a)

Yy

—
-

hy 7

\ o

b)

Figura 11- (A) Dissocia¢do e (B) Pre-dissociacao molecular

A parte (A) da figura 11 esquematiza o processo onde

a excitacao de um elétron o leva a um estade nao ligado,
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provocando a dissociagdo da molécula. A parte (B) representa o
processo de pré-dissociacdo, onde se excita um elétron de unm
estado eletronico para outro, ambos ligados, porém o estado
eletronico excitado tem um modo vibracional coincidente com um
potencial nao ligado da molécula e portanto esta se dissocia.

Existem dois caminhos mais eficientes para a molécula
excitada alcancar o estado fundamental no processo de emissao,
eles ddo origem aos fenomenos de  fluorescéncia e
fosforescencia. O primeiro & uma emissao de vida curta, durando
de 10™® a 10 ™ segundos, enquanto que o outro é uma emissao de
vida longa, durando de 10> até a ordem de segundos.

0 processo de emissao fluorescente ocorre depois de
uma absorcao singlete-singlete, e parte do estado excitado para
um estado de energia mais baixa, sem que haja troca na

multiplicidade de spin.

S—— § S— 5 §S§— §
1 0 2 0 2 1

Assim como a absor¢dc singlete-singlete é o inverso
da fluorescéncia, a absorcido singlete-triplete é o inverso da
fosforescéncia e da origem a 1linas muito fracas, como o
esperado. Analogamente aos estados singlete, os estados
triplete sao denominados como fundamental, primeirc e segundo
estados excitados, etc. 0O decaimento fosforescente ocorre
sempre do estado triplete fundamental para o estado singlete.
Entretanto, ao manter uma concentracac permanente no estado
triplete e possivel induzir uma transigdo do estado fundamental
triplete para um outro estado triplete mais alto. A analise
vibracional das absorgoes triplete-triplete tem fornecido
muitas informagdes com respeito a geometria da molécula e sua

interacao com o meio.
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3.2.1- FLUORESCENCIA

Quando moléculas s3o irradiadas com luz de frequéncia
apropriada, elas podem sofrer absorgao de um estado eletronico
fundamental para o primeiro estado excitado. Ainda que a
maioria das moléculas em temperatura ambiente estejam no seu
nivel vibracional fundamental, depois da excitacao elas podem
terminar em qualquer um dos niveis vibracionais do primeiro
estado eletronico excitado. Uma vez gque todos estes estados
excitados sao instaveis, as moléculas podem retornar
diretamente para o estado eletronico fundamental com a emissao
de luz e entao pode-se registrar os espectros de fluorescéncia.
Podemos assim pensar na fluorescencia como sendc o inverso da
absorcdo. Entretanto a comparagdo dos espectros de absorgao e
fluorescéncia do mesmo composto mostra que eles nao se
sobrepdemum ao outro como esperado, mas eles sao uma imagem
refletida do outro, com o espectro de emissao deslocado ha
direcao de comprimentos de onda maior. Isto ocorre porgque o
tempo necessario para executar uma vibragao (cerca de 1043s)
émuito menor que o tempo de decaimento ou tempo de vida médio
(cerca de 10'95). Nestes caso, a maior parte do excesso de
energia vibracional sera dissipado para as vizinhangas, e as
moléculas excitadas s0 entdo decairao para seus niveis
vibracionais fundamentais.

Definimos a eficiéncia de fluorescéncia ¢ <como a
razao dos fotons emitidos por fluorescéncia sobre o total de
fétons absorvidos. A intensidade da radiagdo emitida apéds a
fonte de luz de excitagdo ser interrompida por um tempo t é

dada por:

I(t) =1, e"" (41)
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onde T é o periodo de decaimento médio. Note que quando t=t,

I(t) = I /e. I, é a intensidade de luz emitida em t=0. O

tempo de decaimento é dado por:
1,5
fu?

T = [s) (42)

onde f é o elemento de matriz da transigao.
Se a fluorescéncia ni3o for o Unico caminho disponivel
para o decaimento, ¢ sera menor que um e dizemos que a

fluorescéncia é inibida. Alguns mecanismos de inibigdo sao:

1-Relaxac¢ao Vibracional

E a passagem de uma distribuigao de energia vibracional
fora do equilibrio, em um dado estado eletronico, para a
distribuicdo termicamente equilibrada de energia vibracional
relativa a energia de ponto zero dagquele mesmo estado. Este

- =13
processo ocorre um tempe da ordem de 10 23 107 %s.

2- Conversao interna

\ 1/

7 \
\\ /,t?L\ | —
' v — =
. 77— —~

Figura 12- Representacdo do processo de conversao interna

A conversao interna representada na figura 12 é uma
desativacao da molécula excitada entre dois estados eletrdnicos

de mesma multiplicidade de spin. A Absorgio de luz pode levar a
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pré-dissociagdo se a energia de ligagao for menor que aquela
para a transicdo (como ja exemplificado anteriormente). Por
esta razio a fluorescéncia normalmente ndo ocorre nas regioes
do Ultra-Violeta de vacuo uma vez gue a energia.envolvida é

muito grande. Este processo ocorre em um tempo da ordem de

3- Conversao Externa

Colisdes entre soluto-solvente e soluto-soluto sao formas
alternativas para desativagao. Em solugoes, este tipo de
inibigao deve obviamente depender da densidade das mesmas. A
concentracao do soluto fluorescente pode proporcionar também um
mecanismo de inibicac conhecido como inibigdc de concentragao,
como na situacdo na qual as moléculas do soluto formam dimeros
ou agregados maiores nao fluorescentes e ¢ diminue com o

aumento da concentracgao.

4-Cruzamento intersistemas

£ um processo analogo a conversao interna. A diferenga
consiste na mudanga da multiplicidade do spin eletronico.
(a) © processo depende da sobreposi¢ac entre as duas
hipersuperficies de energia potencial guasi-degeneradas dos

dois estados quanticos eletronicos.
(b) §,—— S [T i] (c) §,—T, [T 1 T]

0 caso (c) corresponde a um torque no movimento orbital

do eléetron (uma mudanca na estado de momento angular orbital).

5- Transferéncia de energia

Este é um efeito gquantico que envolve a transferéncia de
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energia sem radiagdo ou colis3o. Depende da sobreposigaoc da
banda de emissdio da molécula excitada e da banda de absorgao da

molécula inibidora de fluorescéncia. Quando a molécula

inibidora dissipa a energia como forma de luz, podemos

denomina-la de fluorescencia sensibilizada.

Observamos ainda que quando ocorre a luminescéncia, o
estado excitado ja estd em equilibrio, peis os processos de
relaxagao vibracional e cruzamentos intersistemas sao da ordem
de 10° vezes mais rapidos que o de fluorescéncia. Antes que a
molécula excitada emita, ela encontra-se no nivel de ponto zero
de energia no mais baixo estado excitado. A regra de Kasha
estabelece examente que a fluorescencia ocorre sempre do mais
baixo estado excitado para o fundamental.

Uma forma alternativa de observar a fluorescéncia
experimentalmente consiste na obtencdo do espectro de excitagao
de fluorescéncia. Em geral a intensidade da fluorescéncia &
proporcional a intensidade da luz de excitagao, ao coeficiente
de extincgao € da correspondente absorgdo, e ¢ (que é
aproximadamente independente da frequencia de excitacao). Se a
intensidade da 1luz de excitagao for mantida constante e a
frequencia for variada, a intensidade de fluorescencia sera
proporcional a ¢ . Assim, o espectro de excitagao obtido
corresponde aproximadamente ac espectro de absorgao. O espectro
de excitacio tem algumas vantagens sobre o de fluorescencia:
(a) E mais sensivel, concentragoes menores que 107° M podem ser
detectadas. (b) Em uma mistura de compostos absorvedores o
espectro de absorgac de um composto particular pode ser

separado monitorando-se a banda de fluorescéncia apropriada.
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3.2.2-FOSFORESCENCIA

A fosforescéncia é um processo pelo gual a molécula
excitada pode retornar ao estado fundamental também com emissao
de luz. E facilmente distinguido da fluorescencia porgque em

3 ~
s); nao

geral tem um tempo de decaimento muito maior (loaa 10
é observavel em solucdes a temperatura ambiente, raramente é
observado em gases e nao é uma imagem especular do espectro de
absorgao.

O mecanismo de decaimento fosforescente foi dado
primeiramente por Lewis e Kasha em 1944, que mostrou que o
decaimento da molécula neste caso ocorre via um estado
metaestavel, o estado triplete.

0 decaimento de um estado singlete de mais alta
energia para um triplete ocorre por transig¢ao nao radiativa, em
geral conversdo interna de energia. O decaimento do estado
triplete para o estado fundamental é proibido por simetria de
spin e portanto lento. Na realidade existe sempre alguma
interacdo spin-dérbita para "misturar" os estados, tal que
transicoes triplete — 7 singlete sao permitidas embora se
esperasse gque fossem mais fracas Qque as transicoes
singlete-singlete. De acordo com a regra de Hund, um nivel
triplete sempre permanece mais baixo gue o correspondente nivel
singlete e por esta razao o espectro de fosforesceéncia ocorre
em comprimentos de onda maiores que aqueles dos espectros de
absorcao e fluorescéncia.

Existem também outros mecanismos que podem desativar
o estado triplete, como:

1- Colisoes



49

2- Inversao de spin

Transferéncia de energia eletrdnica de uma molécula no

estado triplete para outra molécula no estado singlete.
s +'B —— 'a + B

(Este é exatamente o processo envolvido entre a hematoporfirina
no estado excitado triplete e o oxigenio molecular atuando como
inibidor).
3- Ion inibidor paramagnético

A fosforescéncia ¢é inibida na presenga de ions
paramagnéticos. Acredita-se que estes ions favoregam as
transigdes ndo radiativas do estado triplete para o estado

singlete através da formagao de um complexo.
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3.3- SIMETRIA MOLECULAR E TEORIA DE GRUPOS

Em geral o tratamento quantico de atomos e moléculas
pode ser muito complexo mesmo guando métodos aproximados sao
empregados. Entretanto, as propriedades de simetria de uma
molécula podem nos fornecer informag¢oes qualitativas a respeito
de suas fungdes de onda e energia. Da simetria destas fungdes
de onda podemos prever rapidamente a probabilidade de
transicdes espectroscopicas. Todas estas simplificagdes sao
possiveis porque o uso das propriedades de simetria pode ser
representadoe pela técnica matematica denominada Teoria de
Grupos.

Se efetuarmos um movimento em um corpo tal gue a nova
configuracaoc seja indistinguivel da inicial, podemos chamar
esta operacao de operacao de simetria. Se for possivel realizar
uma operacac de simetria em uma molécula, dizemos que a mesma
possui um elemento de simetria. Devemos fazer uma distingao
entre operagao e elemento de simetria.

Uma operacgao de simetria & um movimento de um corpo
apds o qual cada ponto do corpo ira coincidir com outro
equivalente (ou ele mesmo). Ou seja, se a posigaoc e a
orientagaoc do corpo antes e apdés o movimento forem
indistinguiveis, ter-se-a realizado uma operagao de simetria.

Um elemento de simetria € uma entidade geométrica.
Por exemplo, uma linha, plano ou ponto, por meio da gual uma ou
mais operacoes de simetria podem ser efetuadas.

As operagoes de simetria sao:

1) Operacao identidade, representada por (E) (do alemao

"einheit" = unidade) existe para todas moléculas, ja gque a
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aplicacdo de E a um ponto leva o mesmo a uma posigao idéntica.
2) Rotacao propria (Cn). Uma molécula possul um eixo de rotacaoc
de ordem n se a rotagao sobre o eixo de a = 2m/n leva a
molécula para uma configuragdo indistinguivel da original. A
notagao Cf‘ é usada para indicar que o eixo de rotagac foi
aplicado sucessivamente x vezes.

3) Inversao ou centro de simetria, indicado por (i). Se as
coordenadas (x,y,z) de cada atomo de uma molécula forem
trocadas por (-%,-y,-z) e a molécula permanecer em uma
configuracao  indistinguivel da original, entd3o o pontc de
origem (0,0,0) serda o centro de simetria da molécula.

4) Plano de simetria, representado por (¢). Uma molécula possui
um planc de simetria se uma reflexdao através do plano deixar a
molécula inalterada. A notagao o, indica gue o plano de
reflexao é perpendicular ao eixo de rotagao e o indica que o
plano contém o eixo de rotagao, como exemplificado na figura

13.

Figura 13- Operacoes de reflexac, planos horizontal e vertical.

5) Rotacao improdpria, representada por (s). E uma operagao



52

composta de rotacdo e reflexdo ou rotagao e inversao. Por
exemplo, uma molécula possui um eixo de rotagdo impropria de
ordem n se a rotagao deste eixo por 2m/n seguida por reflexao
em um plano perpendicular ao eixo levar a molecula a uma
configuracao indistinguivel.

Do ponto de vista matemdtico, a nogdo de grupos é
muito ampla e definida por um conjunto de propriedades que se
aplicam as operagdes de simetria. Estas operagoes sao definidas
através dos elementos de simetria discutidos acima. Basicamente
sao quatro as propriedades exigidas para que um certo numero de

elementos, digamos A, B e C, consitituam um grupo:

1) possuir um elemento E, que comuta com todos do grupo, tal
que EA=AE, EB = BE, etc.;

2) o produto de dois elementos do grupo (incluindo o gquadrado
de gualguer um deles) resulta em outro elemento também
pertencente ao grupo: AB = C, entao C pertence ao grupo;

3) A combinacao é associativa: A(BC) = (AB)C;

4) cCada elemento do grupo deve possuir um inverso tal que:

1

"= a"'a =g, BB =B'B, etc..

AA

A ordem de um grupo €& definida como © numero de
elementos no grupo. Se um conjunto de alguns elementos de um
grupo satisfizer a defini¢dco de grupo, entao eles serao
considerados subgrupo do primeiro.

Consideraremos a seguir alguns grupos de ponto na
chamada notagao de Schoenflies que serao de nosso interesse:

C_ - Possue os elementos de simetria E e o.
Cn - Sao grupos com um eixo principal de simetria, onde =
indica o ordem do eixo.

D - No grupo C_ acrescenta-se ao eixo principal de rotacdo um
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eixo binario perpendicular ao mesmo. Isto resultara na
existéncia de n eixos binarios que interceptam o eixo

principal num mesmo ponto, formando entre si angulos de

n/n.
D, - O plano horizontal que contém o eixo binario é também um
plano de simetria, como consequencia, existem » planos

verticais.

D, - Possue os elementos de simetria E, C'Z(z), C’z(y), Cz(x), i,

o(x,y), o(xz), o(yz).

D%- Possue os elementos de simetria E, 2c;, Cz, 2c2, 2

2s,, o, 25, 0, 20, e 20,.

4I

A CH:
H\C A
HG CHy
CH2 H
, CH2 H
C OOH CooH
A=-CH3-(.‘.H—0H : HP,

Se tomarmos a hematoporfirina gque € a molécula objeto
de estudo desta tese (figura 02, capitulo I e representada
novamente aqui), e considerarmos seus substituintes laterais
como massas puntuais e n3o levarmos em conta a presenca dos 2
hidrogénios centrais, teremos entao que ela pode ser
representada pelo grupo D,- Ao considerarmos os hidrogenios
centrais teremos uma reducao de simetria para D, « Devido ao

posicionamento assimétrico dos substituintes laterais, a
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simetria rigorosa é entdo ainda mais baixa, C_.

Uma representacao matematica de um grupo é definida
como um conjunto de matrizes onde a cada uma delas corresponde
um elemento de simetria do grupo e estas matrizes se combinam
matematicamente da mesma forma gque os elementos se combinam na
pratica. Embora estas matrizes se combinem da mesma forma que
os elementos, elas certamente ndc sdo uUnicas. Podem existir
outros conjuntos de matrizes que se combinem da mesma forma
para representar um dado grupo. Existe um conjunto fundamental
do qual as outras matrizes podem ser derivadas, e que é chamado
de representagao irredutivel daquele grupo. O conjunto de
tragos das matrizes que constituem a representacdo irredutivel
de um dado grupo serve perfeitamente para o estudo de
propriedades de transformagoes observaveis em um certo sistema
frente a dada transformagiao de simetria. Estes tracgos sao
chamados, na teoria de grupos, de caracteres. Em geral 830
apresentados em forma de tabela. Nao abordaremos nesta tese os
detalhes da construgao das tabelas de caracteres, pois
isto esta extensamente desenvolvido em livros

(30,31
’ ), mas apenas trataremos do nosso

especializados
particular caso de interesse.

A tabela 02 abaixo lista os tragos das representagoes
irredutiveis para o grupo D,.- A primeira linha descreve os
elementos do grupo separados em classes de simetria. As oito
linhas seguintes descrevem os caracteres das representagoes
irredutiveis deste grupo, cuja notagao estd indicada na
primeira coluna e esta descrita abaixo da tabela. As duas

Ultimas colunas fornecem informagdes sobre a absorgao da

radiagao no infravermelho (penmiltima coluna), e na
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espectroscopia Raman (ultima coluna). Estas informagoes foram
obtidas através de analise gualitativa da probabilidade de
ocorréncia das transicdes infravermelhas (proporcional ao
momento de dipolo elétrico - "#H", com A = ):l eiTv.) ) e Raman
(proporcional ao momento de dipolo induzido - "T’)", B =« |§| ,
sendo portanto um termo em nl.rza) .

I = v A ¥ av
IR f i

v

I = wf?\pidv

v

onde M e P sdao operadores como no caso definido em

(31a) .
Tabela 2- Tabela de caracteres para o grupo D oh
on E Cz(z) Cz(y) Cz(x) 1 |o(xy) |o({xz) |o(yz) |IV | Raman
Y 1 1 1 1 ] 1 1 1 1 x2;y2%;2°
B1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 Rz Xy
g
B 1 -1 1 -1 1 -1 1 -1 R X2z
2 y
g
B, 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 Rx Yz
)
Au 1 1 1 1 (-1 -1 -1 -1
B 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 T
1 z
u
B 1 -1 1 -1 |-1 1 -1 1 T
2 y
u
B 1 -1 -1 1 (-1 1 1 -1 T
3u X
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Notagao para as representagoes unidimensionais

As e Bs indicam representagdes unidimensionais.

A representagio totalmente simétrica

A2 representacdo onde pelo menos um elemento, em geral p;ano de
reflexao, possui caracter (-1)

B indica uma representacdo onde o caracter do eixo principal de
rotagao é igual a (-1) e os sufixoes 1,2, 3 etc., sao usados
para distinguir os caracters dos outros elementos.

E indica uma representag¢ao bidimensional

T ou F indicam representagdes tridimensionais

Uma gfande vantagem no uso da teoria de grupos para
analise de espectroscopias Infravermelho e Raman reside no fato
de que uma simples analise da tabela, no nosso caso, a
referente ao dgrupo D2h , onde ja constam os calculos das
colunas Infravermelho e Raman, permite dizer que somente os
estados cujas funcdes de onda sac base das representagdes

, B, , e B3g correspondem a efeito Raman

29

irredutiveis Ag , B1g

B,, correspondem a absorgao

2u’

e gue B1g’ Bzg, Bag' B1u' B

infravermelha.
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3.4- ESPECTRO RAMAN

Quando um feixe de 1luz monocromatica incide em uma
amostra, os fotons de energia hv colidem com as molécu;as da
amostra (excluiremos deste exemplo as reagoes fotoquimicas ja
descritas nos itens 2.2 e 3.2) e esta colis3do podera ser
elastica ou inelastica. Se a colisdo for eldstica os fotons
defletidos ter3o a mesma energia que os fotons incidentes. Por
outro lado, se a colisdo for inelastica, a radiagao espalhada
podera ter energia maior ou menor gque a incidente. Como
aproximagac podemos dizer que a energia do foton e da molécula
permanece a mesma, antes e depois da colisdo. A 1lei de

conservacao de energia requer entao que:
4 ’
hv +E = hv + E (43)

onde E representa a energia rotacional, vibracional e
A~ 2 4 . "~ ’

eletronica da molécula antes da colisao e E representa os

mesmos valores depois da colisdo. Rearranjando a equagao (43)

teremos:

E - E d
h
A radiac@o espalhada é classificada como:

r I

E=E (v =v )} Espalhamento Rayleigh
[4 7

B> E’(v < V,) Espalhamento Raman

E<E (v >v)

Assim, no caso do espalhamento Raman,o resultado da-
interacao podera ser fornecimento ou retirada de energia da

molecula, como representado na figura 14(a).



58

Quando uma molécula é levada pela radiagao incidente
do estado fundamental para um estado virtual mais alto, o
retorno pode se dar tanto para o estado original quanto para um
estado energeticamente diferente ( vibracional, rotacional,
eletrdnico ou combinagdac) . O primeiro caso da origem ao
espalhamento Rayleigh e o ultimo ac espalhamento Raman, que no
caso origina as linhas Stokes. Se a molécula esta inicialmente
em um estado digamos, vibracional excitado, ela pode ser
promovida para um estado mais alto, instavel e entao retornar
ao estado fundamental. Este também é um espalhamento Raman, gue
da origem as 1linhas Raman Anti-Stokes. Demonstra-se que a
intensidade do espalhamento Rayleigh é muito maior que a das
linhas Stokes que por sua vez & muito maior que as das linhas
Anti-Stokes. Naturalmente também ocorrerdo mudangas nos niveis
rotacionais além das transigoes vibracionais, como

exemplificado pela estrutura fina da figura 14(b).

]
hy \ L hy hy hy hy'
.dm (e e
Stoke Rayleigh Anti-Stoke Stoke Rayleigh Anti-Stoke
e} w)
Figura 14- (a) Diagrama de niveis de energia para os

espalhamentos Rayleigh e Raman

(b) Espectro Tedrico.
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Uma caracteristica dos espectros Infra-Vermelho ou
Raman de muitos compostos é que certos grupos como >CH2, -Cﬂa'
»C=0, etc., tem mais ou mencs as mesmas frequencias
caracteristicas, independente do ambiente molecular. Isto
significa que dualquer um destes grupcs deve vibrar
relativamente independentemente do resto da molécula. Assin
poderemos dizer que estas frequencia de grupo sao uma forma de
identificar a presenga destes grupos.

Para uma ligacao simples C-H podemos ter somente

vibracdes de estiramento e torgao:

« - T

C H ¢ — H

es tiramento l

torg;o

Para grupos como meteno e metil a situagcao ndo é tao
simples, uma vez que OS atomos podem se mover de forma muito
mais complexa e o problema deve ser novamente tratado com a

teoria de grupos.
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3.5- VIBRAGOES MOLECULARES

As vibracdes dos atomos em uma molécula poliatodmica
sao em geral muito complexas, porém todas podem ser obtidas por
combinagdo linear de um nimero reduzido de simples vibragodes
independentes, chamadas vibragdes normais, ou modos normais de
vibragdo. Em um modo normal, todos os atomos oscilam com a
mesma freguéncia, porém as amplitudes podem ser diferentes.

Uma molécula que possua N atomos, tera 3N graus de
liberdade. Desse total, 3 graus de liberdade sao translaciocnais
(o centro de massa pode mover-se independentemente nas direcoes
x,y e z) e 3 si3o rotacionais, cujos eixos de rotagdes coincidem
com os eixos X,y e z. Caso a molécula seja linear, as rotagoes
podem ser efetuadas somente em dois eixos perpendiculares ao
eixo da molécula. Logo, os modos de vibragoes puras de uma
molécula poliatdmica s3o em nimero de 3N-6 para moléculas nao
lineares e 3N-5 para moléculas lineares.

A aplicacdo da teoria de grupos no estudo das
vibragdes moleculares baseia-se nas seguintes consideragoes:
i1- O Hamiltoniano gquantico K deve permanecer inalterado,
sempre que atomos equivalentes na molécula trocarem de
posicdes. Como a troca de posigbes atomicas ¢ efetuada mediante
as operacgoes de simetria (que formam um grupo de ponto), isto
significa que o hamiltoniano do sistema deve ser invariante em
relacdo a todas as operagbes de simetria da molécula. Além
disto, a cada modo normal de vibragao estd associado um nivel
de energia vibracional da molécula que €& descrito por uma ou
mais autofuncdes vibracionais. O conjunto destas, associado a

determinado nivel de energia vibracional, forma uma base para a
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respectiva Representagad Irredutivel (RI) do grupo de ponto da
nolécula. Estas RI s vibracionais s3o chamadas de espécies de
simetria.

2- As espécies de simetria e seus respectivos elementos de
matriz (absorcdo da radiagdo eletromagnética) nos espectros
Raman e Infravermelho podem ser determinadas para qualquer
molécula, sem necessidade de que se conhega a forma exata das
autofuncoes vibracionais.

O procedimento para determinar os modos normais de
uma molécula consiste em escolher um sistema cartesiano de 3N
coordenadas ortogonais e, a partir do grupo de ponto ao gqual a
molécula pertence, determina-se a representagido redutivel r,-
E possivel efetuar uma transformacao desta representacio para a
representa¢ao normal (uma soma de representacgoes irredutiveis).

Na pratica, esta mudanga de coordenadas nao €
necessaria, nem é necessario gue se escreva explicitamente a
forma das matrizes redutiveis, mas apenas que se determine o
trago de cada matriz I' . Para isto & necessario determinar qual
o efeito das diversas operacoes de simetria sobre um conjunto
de coordenadas de determinado atomo A. O sistema de coordenadas

é constituido de 3 vetores unitarios I,

. 1 ’ Ta conforme

2

mostra a figura 15 abaixo.

Figura 15- Efeito de uma rotagao em torno do eixo 1,

a) Operacao E:
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il Tl 100
(g1 | I, | = ‘1’2 , logo E=|010 e x(E) = 3
Ta 1, 001

b) Rotagao de um angulo o em tornoc de um eixo paraleloc a 13. Da

figura 15 obtemos que:

C(a)'i1 = cosoﬁf1 + senaT2 + 0 Ta
C(a)f2 = = senoc_l)1 + cosotf2 + 0 T3
c()I, = 0’1“1+o'1’2 +171,
cosa¢ seno O
Logo ([C(a)] = -sene¢ cosoa 0 e x{C(a)] = 1 + 2cosa
0 0 1

¢) Reflexdao em um plano. Na figura 15 consideremos por exemplo
o plano formado por Ti e Tz. Neste caso, o efeito da operagao
consiste em mudar o sinal do vetor 'fa. Logo, a matriz que

representa ¢ sera:

i 0 O
[c] = | 0 1 O e x(o) =1
o 0 -1
Este resultado x(¢) = 1, embora obtido mediante um caso
particular, tem validade geral.
d) Rotacao improépria:
1 0 0
S{a) = o;C(a), como [ah] = 0 1 ©
0 0 -1

0 0 1 0 0 -1

orOo

1 0 cosa senx O cosa ~senax O
segue [S(a)] = 0] 0 -senae cosa O = |~sena cosa 0
0 -1
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portanto x|S(a)| = -1 + 2cosa

e) Inversao na origem 1. E claro que o efeito desta operacao e

inverter todos os sinais de i1 , Tz e ?3'

~1 0 0

Logo, i= o -1 o0 portanto x(i) = -3
0 0 -1

Notando-se que x(E) = 3 € um caso particular de

2(C(a = 2m)] e que x(0) = x[S(a = 2m)] e também
x(i] = x[S(a = mM)],

conclui~se que, das 5 operagoes descritas acima, basta que se
considerem apenas rotagdes proprias e improprias.

outra observagao importante é que sempre gue um
atomo, como resultado de uma operacao de simetria R, mudar de
posicao, sua contribuigao para x(R) = O.

Na representacao configuracional, se n for o numero
de atomos gque permanecem has posigoes originais apos a
aplicacio da operagdo de simetria R, a contribuigao para o

caracter x(R) de I (R) é

1 + 2cosa para R = C{a)
PO(R) = nrx(R) onde ¥(R) =

-1 + 2cosa para R S{w) {(44)

Como rotagdes e translagdes sao independentes das

vibragoes puras, segue-se que I =T =T onde T & uma
vib 0 t,r t,r



-,

representacdo que contém somente translagoes e rotagoes. r..e
uma representagido redutivel e prova que Fhr =T, + T, onde
suas componentes estdo associada as coordenados translacionais
e rotacionais respectivanmente.

Por outro lado, z&(R) = x(R), pois numa translagao
pura os deslocamentos dos atomos sao todos iguais a certo valor
B e o efeito de R sobre a translagio é dado pela expressao
(44) . As representagdes irredutiveis translacionais sao obtidas
diretamente da tabela de caracteres e sao indicadas por T . 'I‘y

e T na penultima coluna.

Para rotagdes puras, mostra-se que

% [C(a)] = x, [C(a))

2 [S(a)] = =%, [S(x)]

As representacdes irredutiveis rotacionais sao
descritas também na tabela de caracteres, na ultima coluna com
a notagado R , R e R.

X y z

As consideragoes acima permitem concluir que o efeito

de determinada operagao de simetria R, na representacgao

configuracional FO e dada por:

(n_- 2)x(R) para R = C(«)
xo vib (R) = (45)
’ n % (R) para R = S(«a)

Para uma molécula nao linear, podemos construir a
Tabela 03 gque fornece os tragos das operagoes de simetria de

ponto.



Tabela 03- Valores de X(R)

R=C! % (R) R =S x (R)
E=C, 3 =S 1
02 -1 = S, -3
c,. c§ 0 , =8 -2
¢, c'i 1 o s, -1
CS, C; 1 + 2cos72’ s Sz -1 + 2cos72’
cz, c: 1 + 2cos144’ o s; -1 + 2cos144’
Ce' Cz 2 6’ S: 0




66

3.6~ ESPECTRO ELETRONICO DE MOLECULAS POLIATOMICAS

O espectro eletronico fornece em geral informacoes a
respeito da estrutura eletronica das moléculas. O momento de
inércia de moléculas poliatomicas é muito maior que para o caso
de moléculas diatdmicas, fazendo com que os niveis de energia
rotaciocnais estejam muito pouco espacados. Este fato implica
que a estrutura fina rotacional naoc pode, em geral, ser
observada e as estruturas vibracionais de moléculas
poliatomicas estdo usualmente perturbadas pelas bandas
rotacionais, apresentando larguras consideravelmente maiores do
gue as larguras reais !

Em contraste aos problemas de rotagao e vibracao
molecular, ndao ha um modelo tedrico simples que explique
satisfatoriamente as posigoes e as intensidades das linhas
presentes nos espectros eletronicos observaveis.

A maior parte dos trabalhos tedricos esta baseada na
teoria do orbital molecular. De acordo com esta teoria, os
elétrons nas moléculas estdo em orbitais que podem estar
associados a varios nicleos. Em uma aproximacao simples, os
orbitais moleculares sao considerados como uma combinacao
linear de orbitais atomicos. Assumindo que um elétron em uma
molécula esteja perto de um nicleo particular, a funcio de onda
molecular é aproximadamente um orbital atomico centrade naquele
nicleo. Isto significa que os orbitais moleculares podem ser
formados pela simples adigao e subtracdo de orbitais atdmicos.

Os orbitais atomicos que estido no intervalo de
estabilidade apropriado para serem usados nas ligacdes sao os
orbitais de valéencia. Por exemplo, o orbital de valéncia de um

atomo de hidrogénio é o 1s; os orbitais 2s e 2p neste caso tem
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energia alta demais para serem usados em ligacoes fortes.

consideremos a mais simples molécula gque podemos
imaginar, o H; , com dois prétons e um elétron. Cada atomo de
hidrogénio na molécula tem um orbital de valéncia 1s e como
podemos observar na figura 16(a), os dois orbitais atomicos se
sobrepde na regido entre os dois nicleos. E exatamente esta
regido de sobreposigdo que sera afetada pela adigao ou
subtracdo dos orbitais atomicos para construir os orbitais
moleculares.

Na representagio do orbital molecular da figura 16(b)
podemos ver dgue O elétron passa a mailor parte do tempo na
regido de sobreposigao entre os nucleos, o que maximiza a forga
atrativa entre o elétron e os dois micleos. Um elétron neste
orbital molecular (denominado ligante) é mais estavel que emn
qualquer dos orbitais atdmicos isolados. BEste orbital com

gsimetria cilindrica é definido com orbital o.

Isy, +1sg= O

lSA |$B

ISA - ISB' o

Figura 16- (a) Orbitais atomicos do H; e formagao de
(b) Orbital molecular ¢
(c) Orbital molecular o
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A figura 16(c) mostra a combinagac linear resultante
da subtragdo entre os orbitais atomicos 1s. Este orbital
molecular tem um né na regifo entre os nucleos e o elétron
nunca sera encontrado neste ponto; ao contrario, permanecera
principalmente confinado no espago externo a regiao de
sobreposicdo. Um elétron neste orbital molecular é menos
estavel que em um orbital atdomico 1s isolado (denominado
antiligante). Este orbital também tem simetria cilindrica e é
definido com sendo um orbital mclecular o .

De forma mais geral, numa molécula diatomica os
orbitais com simetria cilindrica serac: s , p, e 4 , que
para um dado valor da coordenada 2z e a uma certa distancia do
eixo z, gqualquer que seja o angulo ¢ em volta do eixo, tem
funcoes de mesmo valor. A dependéncia angular ¢ esta
relacionada com o numero quantico m através de:
¢ (¢)

correspondem a m = 0.

[exp(im¢)]/V 21 , de forma gque os orbitais c

O mesmo naoc acontece para os orbitais atdmicos p,
py ; d.xz ;, £ c:ly:z , que tem um plano nodal que contém o eixo
z , e sdo combinagdes lineares de fungdes com numerc quantico
m = * 1. Como exemplo tomemos os dois orbitais 2p  de uma
molécula hipotética A,, como na figura 17(a). Estes orbitais
moleculares tém um lébulo positivo de um lado do eixo 2z e um
1lébulo negativo do outro lado. Se rodarmos o orbital molecular
de 180°, ele simplesmente trocaria de sinal. A multiplicagao
por -1 restitui o orbital original, ou seja, neste caso
existe um nd no plano yz. Um orbital molecular com estas

caracteristicas é denominado orbital molecular n. Os orbitais

n tém uma concentragdao de densidade eletronica entre os dois
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nucleos A [figura 17(b)] , enguanto que o orbital menos

estiavel, m , terd um né entre os dois micleos [figura 17(c)].

2px em Az

(a)

Figura 17- (a) Orbitais atomicos 2p de A, e formagao de
(b) Orbital

(c) Orbital us

Uma vez que as transigoes eletronics podem envolver
elétrons nos orbitais o, mw ou n (orbitais n3o ligantes), é

possivel em principio ter os seguintes tipos de transigoes:

L] » L ]
c —a 0 ' T — N . n —o

+ o~ : * - -
Transigoes do tipo mn — O e C — T sao

proibidas por simetria, embora elas ocorram em alguns
compostos. Infelizmente n3o existe uma notagao padrac aceita
para descrever as transigoes. Além da notagao de orbitais
moleculares e teoria de grupos acima descritas, poderao ser
usados os simbolos de Mulliken, onde N e usado para denotar o

estado fundamental, e V, @, R, etc., para estados excitados.
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N —— V corresponde a transigao "no—n, e N — Q
corresponde & n — 7w . Na classificagdo de Platt, o simbolo
A é usado para denotar o estado fundamental, B para estados
excitados envolvendo transicoes de intensidade muito alta, L
e C para transigdes parcialmente proibidas.

Um grupo especial de moléculas poliatomicas, com
elétrons n, tem sido tratado com grandes aproximagoes por
mecanica quantica desde 1931. As propriedades mais
caracteristicas dos sistemas conjugados sao justamente devidas
aos elétrons i , enquanto que a estrutura o da molécula
parece se alterar pouco durante os processos. Este ponto
sugeriu a Hiickel um método de cdlculo simples que trata sé dos
eletrons n, Ccomo Se O0s elétrons o formassem parte da
estrutura rigida nuclear. Embora se baseie num conjunto de
aproximacdes drasticas e até dificilmente aceitaveis
teoricamente, os resultados mesmo que qualitativos de Huckel
tem tido grande utilidade em quimica organica, farmacologia e
bioquimica ‘%®

Existem ainda uma variedade de métodos semi-empiricos
para tratar sitemas conjugados com mais precisio, como para
moléculas pequenas, o de Pariser-Parr-Pople, CNDO, INDO, o
método de Hiickel extendido (gue também leva em consideragao os
elétrons o ), etc. Entretanto um estudo de moléculas como as
porfirinas e seus derivados por métodos tedricos ou
semi-empiricos que levem em conta, n3oc apenas os orbitais do
nucleo central, mas também a influencia dos ligantes laterais
ainda nao foi feita!’**®

Nas discussoes dos resultados experimentais do

capitulo IV, faremos portanto uma analise comparativa dos dados
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obtidos e apresentados nesta tese en relagao a dados
apresentados na literatura , e que tratam de porfirinas na sua
forma mais simplificada, ou seja, as porfinas, nos quais

utilizaremos os conceitos tedricos apresentados neste capitulo.
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CAPITULO IV

ESTUDO DAS PROPRIEDADES OPTICAS DA HEMATOPORFIRINA

Neste capitulo apresentaremos os dados
espectroscoépicos obtidos e as discussdes gqualitativas dos
mesmos, através das dquals poderemos 'sugerif um método de
monitoracao do processo de transferencia de energia da
hematoporfirina para o oxigénio singlete.

Descreveremos a seguir a preparagac das amostras
utilizadas no estudo espectroscopico da hematoporfirina e do
seu derivado (HpD) para uso em Terapia Fotodinamica de Tumores.

Foram preparadas 12 solugdes para estudo de absorgao
e emissao fluorescente cujos solutos foram:

1-Hematoporphyrin Free-Base - (C_H N O)

3638 46
Sigma Chemical- USA - Peso Molecular = 598,7
2-Hematoporphyrin Dihidrocloride (C  H N0, 2HC1)
Sigma Chemical- USA - Peso Molecular = 671,6

3-Hematoporphyrin D

Porphyrin Products, Inc.- USA

A procedéncia dos solventes foi:

1-Acetona RPE - Carlo Erba- ( CHSCOCHQ

2-Metanol Absoluto - Merk- ( CH;»U

3-Acido Acético Glacial - Merk- ( CH_COOH)

4-Trisma base- Sigma Chemical - USA- ( cfﬂ1N03)

5-Solucao Salina 0,9%, preparada com NaCl Merk e Agua

bidestilada, bideionizada; fornecida pelo Departamento de
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Patologia Clinica do Hospital das Clinicas- UNICAMP
A concentracdo mais adequada para obtengdc de um bom
sinal nos espectros das amostras em solucao (para evitar
dimerizagéo“ﬁ’) é menor que 10 ' M. Escolhemos entao 1.10 M,

e calculamos a massa de sd6lido como sendo:
m = Peso Molecular . Molalidade . V[{]

No caso das solugdes com HpD, utilizamos a preparagao

guimica do derivado segundo Dougherty(3) e revista por

Zezell(47% qgque nos fornece 5mg(HpD)/ml de solug¢ao salina. Para

o solvente TRIS, fizemos uma solugao TRIS 0,1M.

CONCENTRAGAO
AMOSTRA 01 HpD em solugao salina 0,9% # 0,2ml/50ml
AMOSTRA 02 HpD em solugao de metanol = 0,2ml/50ml
AMOSTRA 03 HpD em solugdo de acetona ~ 0,2ml/50ml
AMOSTRA 04 HpD em solugdo de acido acético ~ 0,2ml/50ml
AMOSTRA 05 HpD em agua bidestilada/deionizada %= 0,2ml/50ml
AMOSTRA 06 HpD em TRIS 0,1M =~ 0,2ml/50ml
AMOSTRA 07 Hp.2HC1 em solucao salina 0,9% = 1,5.10-6M
AMOSTRA 08 Hp.2HCl em solugdo de metanol ~ 1,5.10 M
AMOSTRA 09 Hp.2HCl em solugdo de acetona = 1,5.10 °M
AMOSTRA 10 Hp.2HCl em solugdo de acido acético ~ 1,5.10 °M

R

AMOSTRA 11 Hp.2HCl em agua bidestilada/deionizada 1,5.10 °M

AMOSTRA 12 Hp.2HCl em TRIS 0,1M % 1,5.10 °M
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4.1- ESPECTROS DE ABSORCXO0 E EMISSXo

4,1.2- DESCRICAO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

Para obtengao dos espectros de absorg¢ao utilizamos um
espectrofotometro comercial PerKin-Elmer -USA- modélo Lambda 9
UV/Vis/NIR Spectrophotometer, do Instituto de Fisica Gleb

Wataghin/UNICAMP, com os seguintes parametros:

Absc mode wavelenght
Slit/Sens 2,00 nm/2

Scan Speed 60 nm/min
Response _ 0,5s

Lamp/Det 319.2/960,8nm
Cycles/times 1/0.05min

Peak Threshold 0,001 a 0,004A
Abscissa Format 20nm/cm

Para os espectros de emissao fluorescente e excitacido
de fluorescéncia, utilizamos um espectrofluorimetro comercial
JASCO -JAPAN- modelo FP-777 e plotter de mesma procedencia
modelo PTL 3965, no laboratdrio do Grupo do Prof. Marcel Tabak
do Departamento de Quimica, Instituto de Fisica e Quimica Usp -

Sao Carlos. Os par&metros usados foram:

A range 500 - 700nm
Vscale 80%

Scan speed 100nm/min
Slit 1,5nm

PMT gain Medium - High

Cycles/times 1/0,2nm
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Registramos inicialmente os espectros dos solventes
para verificar se os mesmos apresentariam absorgao optica ou
emissdo fluorescénte na regido de interesse, implicando na
necessidade de uma subtracdo de espectros, que nao foi
necessaria.

Apresentaremos a seguir os conjuntos de espectros de
absorcao, emissdo fluorescente e excitagcdo de fluorescéncia
para cada amostra, acompanhados dos respectivos comprimentos de

onda de maxima absorgao e emissao.
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(d) Espectro de excitac@o de fluorescéncia
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(d) Espectro de excitacao de fluorescéncia
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Figura 28- (a) e (b) Espectros de absor¢ao - AMOSTRA 11
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(c) Espectro de fluorescéncia A . = 612,5nm
fluo max

(d) Espectro de excitacdo de fluorescéncia
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4.1.2- DIScCUSSA0

O anel basico das porfirinas, denominado porfina, é
formado pelos 16 membros do anel com 18 elétrons m, incluindo 4
itomos de N no centro. Este nicleo eletrdonico & o responsavel
pelo espectro optico tipico de porfirinas (com uma banda de
maxima absorcao (banda de Soret) na regido ultra-violeta e duas
bandas na regidc visivel) que pode ser perturbado dependendo
das varias modificacdes quimicas nesta estrutura basica.

Para tratarmos a hematoporfirina segundc este modelo,
temos que introduzir no minimo duas perturbacoes:
1-Substituintes externos no anel;
2-Variacao no substituinte central, com 2 hidrogenios.

Todas as porfirinas de base livre tem os mesmos
substituintes laterais, exceto para 2 posicoes. Para a
hematoporfirina (figura 02), elas sa0 CHa—g-OH, gque €& um
radical saturado e n3o forma parte na conjugagao do macrociclo.

A hematoporfirina é uma porfirina de base livre
planar com ocito cadeias laterais, que assumidas como sendo
massas puntuais, mantém como ja mencionado no item (3.3),
simetria molecular D, e apresenta quatro bandas de absorgac na
regido visivel em contraste com as duas bandas observadas para
as metaloporfirinas. Estas bandas sac originadas dos estados
eletrdnicos B e Q {(em geral transigoes m — n associadas ao
macrociclo) e hd uma polarizag¢do de bandas com respeito ao eixo
H-H.

Como podemos observar nos espectros de absorgao,

itens (a) e (b) das figuras (17 a 28) uma banda extremamente

intensa (Banda de Soret) aparece entre 370 e 400nm para todas
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as amostras. Esta banda é de origem eletronica B(0,0) do
segqundo estado excitado singlete. As bandas do visivel sao as
bandas Q de origem eletronica Q(0,0) do estado excitado
singlete de energia mais baixa que se divide em Qx(0,0) e
Qy (0,0) cada uma com um overtone vibrénico Q(1,0) e Qy(l ,0)

(34,35}

s 36—~
respectivamente . Alguns autores ‘36739

propoe  uma
interpretagao para a variacao relativa na intensidade observada
para as bandas Q baseada na perturbagéo dos elétrons m devido
aos substituintes externos.

As solugoes de hematoporfirina apresentam forte
fluorescencia (espectros de emissao (c¢) figura 17 a 28). A
distancia relativamente pequena entre o estado singlete mais
baixo e o triplete além da correspondente alta eficiéncia de

41 - .
(417 faz com gue a hematoporfirina seja

cruzamento intersistemas
particularmente usada como doadora de excitagao triplete para o
oxigénio singlete. Através das posicdes dos picos de emissao
observados nas figuras (17 a 28) pudemos estabelecer a melhor
amostra e as condigdes de excitagdao para realizagao do
experimento do item 4.3.

Todas as medidas apresentam concordancia com os dados

. -46
apresentados na 11teraturaw°4).
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4.2- ESPECTROS RAMAN

4,2.1- DESCRICAO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

Para a obtencdao dos espectros Raman utilizamos
pastilhas de Hematoporfirina.2HCl1 e hematoporfirina de
pase-livre em po, dissolvidas em KBr ou KI. Para evitar
problemas de deterioracao por aquecimento localizado,
utilizamos uma célula rotativa Jobin Yvon, de teflon com motor
em 2000 rpm. Para algumas amostras utilizamos KNO3 ou Na2504
como marcadores para nos certificarmos das posicoes relativas
dos picos. As medidas de espalhamento Raman foram feitas no
laboratdério do professor Dr. Osvaldo Sala do Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo-SP, conm auxilio de um
aluno de doutoramento do Institutoc de Fisica da USP, Sebastiao
Claudino da Silva. O equipamento utilizado foi um RAMANOR HG
28- Jobin Yvon, acoplado a uma fotomultiplicadora RCA-C31043A02
(mantida a baixa temperatura por nitrogénio liquideo). A fonte
de excitacao foi um laser de argonio Spectra Physics, emitindo
em A = 4880i, 49658 e 514548. Os espectros agui apresentados sao
uma média de 3 a 5 espectros, cujos dados foram tratados pelo
programa do sistema de agquisiciao e tragagem de dados
desenvolvido pelo mesmo grupo. As condigdoes de varredura
variaram entre 40 e 50 cm-I/min, com fenda espectral de 6 a

10 cm™ .
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4.2.2- DISCUSSA0

0 estudo da absorg¢ao Infra-Vermelha e espalhamento
Raman de metaloporfirinas com simetria molecular D ja e bem
estabelecido, em particular pelo grande interesse que alguns
complexos metdlicos apresentam na bioquimica dos seres vivos.
Entretanto o estudo das porfirinas de base livre com simetria
D, . Vem sendo apresentado apenas de forma qualitativa e
poucos compostos foram analizados. Estas porfirinas apresentam
um espectro de absorgao mais complexo que as metaloporfirinas,
além de terem fluorescéncia muito pronunciada, o que implica em
dificuldades experimentais na obtencao dos espectros.

Assumindo os substituintes laterais como sendo massas
puntuais (vide item 3.3) , as porfirinas de base livre com 38

dtomos terdo 108 modos normais de vibragdo. A analise de teoria

de grupos classifica entao:

= 19A + 18B + 18B_ + 1l8B
g 1g 2g 3u

noe plano

= 8A + 10B + 8B + 9B
u 1u

fora de plano 2g 3g

onde sé observaremos os modos simétricos como indica a tabela
de caracteres para o grupo Dm)(tabela 02).

A natureza e as propriedades eletronicas dos
substituintes laterais que diferenciam as varias porfirinas de
base livre entre si, determinam a perturbacao e os
deslocamentos nos niveis eletrdnicos do cromoforo. Isto também
afetara as frequencias vibracionais e interagoes vibracionais
entre os diferentes modos. Além disto os substituintes
periféricos da hematoporfirina s3o saturados e nao se espera

que afetem muito a estrutura eletrdnica do cromoforo em
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comparagaoc a outras porfirinas de base livre, como por exemplo,
a protoporfirina cujos substituintes (A) sao -CH=CH2.

Algumas bandas Raman serao classificadas
empiricamente por comparagao a trabalhos publicados de outras
porfirinas:

4 ,50 . ) L) :
(48 ), cujos substituintes laterais

- da porfina de base livre
sao todos H e portanto pertence ao grupo D2h (sem que seja
necessario fazer nenhuma aproximagao)

- da protoporfirina(sa)

, cujos radicais R e R, sao -CH=CH,

- do unico trabalho conhecido com hematoporfirina de base livre
A tabela 04 apresenta os dados que obtivemos para as

amostra de hematoporfirina dihidrocloreto (Hp.2HCl) e a tabela

05 para a hematoporfirina de base livre, com excitagdao em

A=48808 e A=49658 A=51454.



Tabela 04- Deslocamentos Raman (cm” ') para a Hp.2HCl

A= 48804 A = 49654 A= 51454
285 285 285
382 382 382

595 595

729 729 729
985

1123

1164 1164

1218 1218 1218
1297 1297 1297
1323 1323 1323
1353 1353 1353
1373 1373 1373
1474 1474 1474
1543 1543 1543
1579 1579 1579
1592

1607 1607 1607

1687

97
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Tabela 05—~ Deslocamentos Raman (cm'l) para a HpFb

A = 48804 A= 496548 A, = 514548
286 286 286
382 382 382

598 598

729 729 729
990 990
1117 1117 1117
1161 1161

1218 1218
1260

1296 1296 1296
1321 1321 1321
1355 1355 1355
1374 1374 1374
1440 1440 1440
1473 1473 1473
1539 1539 1539
1581 1581 1581
1606 1606 1606

A tabela 06 e um sumario das bandas Raman para as

outras porfirinas e nossas medidas.



Tabela 06 - Sumario das bandas Raman obtidas e publicadas.

P PP Hp Hp.2HC1 HrFB
* 285 * * 286
* 382 * * 382
502 502
514
527
543
558
605 606 598 595
658
670 670
721
a .. T36 .. T41 .. 741 .. 729 729
776 771 771
B4z 843
933 929
964 964
970
986 982 985
b 992 996 .. 996 .. |. . 990
1004
1027
1046 1046
1078
1085
1096
1103
€ vrrenann 1113 1113 . |... . 1117
1121
1124 1123
1128 1128
d 1162 1158 1167 .|.. 1160 1164
1170 1181
1209 1218 1218
1224 1228 1229
1260 1264 1260
e 1304 . 1307 . 1307 . 1297 1297
1321 1315
f 1332 . 1332 . 1328 .|.. 1323 1321
f 1355 . 1356 . 1356 . 1353 1355
f 1366 . 1367 . 1366 . 1373 1374
1422 1424 1424
1440
1472
g 1479 . 1481 . 1479 . 1474 1473
1514 1516
h 1542 . 1541 1542 .}.. 1543 1539
1562 1563 1565
h 1587 1586 . 1588 . 1579 1581
1599 1592
h oou.. ceee 1605 . 1605 . 1607 1606
1614 1612 1617
1643
1663 1662
| (P ceen 1680 . 1687

99
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Naturalmente algumas bandas diferem nos diferentes
sistemas por varias razdes, por exemplo, efeitos cinematicos
envolvendo variagdes nas massas dos substituintes periféricos,
variacdo na fungdo energia potencial do rearranjo de cargas
eletronicas do macrociclo resultante da natureza doadora ou
receptora de elétrons dos substituintes laterais e acoplamento
vibracional com os modos do esqueleto e abaixamento na simetria
do ciclo devido a colocagao assimétrica dos substituintes.

Podemos observar das figuras 30 a 33 que ha mudancas
marcantes na intensidade relativa de bandas correspondentes
através de todo o espectro com diferentes excitagoes.

Devemos levar em consideragao o erro experimental de
cada caso. Infelizmente os valores da literarura n3o contém a
faixa de erro nem a resolugao dos espectrometros usados. Um
fato que salientamos é que a linha intensa em 729 cm™? presente
em ambas amostras estudadas por nds, corresponde a mesma linha
, também intensa, mas observada em 741cm™ por verma®™ e
indicado na tabela com (a). Notamos ainda a coincidéncia das
linhas observadas em 990cm ', 1117cm”, 1164cm™, 1297cm},
1473cm’ e 1687cm’', indicados na tabela 06 respectivamente
como (b), (c), (&), (e), (g) e (i). Além destas, observamos
ainda a coincidencia do conjunto de linhas entre 1321lcm ' e
1374cm4, marcados na tabela com (f) e outro entre 1539cm’ e
1606cm - marcados com (h).

Embora a natureza dos modos vibracionais do cromdéforo
seja um problema complicado e diffcil, faremos mengao a alguns
pontos. Como ja mencionamos anteriormente, alguns grupos tem
vibractes caracteristicas aproximadamente independentes do meio

(51,52)

em que se encontram Salientaremos apenas as bandas em :
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- a banda em 990cm™ possivelmente correspondente a modos de
deformagao do grupo NH do pirrol,
- a banda en 1164cn™’ e 1473cm4, possivelmente correspondendo
a deformacao de CH do metil e metileno do pirrol.

Podemos relacionar por inspecao dois modos
vibracionais com as oscilagdes do macrociclo, gque sao
simetricos sobre o eixo C, do grupo de pirrois que em geral sao

sensiveis ao acréscimo de metais e seus ligantes, sao:

-1 -1
1q ( = 1370 cm ') @ Blg ( » 1620 cm )

A, e B, sdo vibragoes antissimétricas em relagao
as eixo C, de cada anel pirrdlico. Obviamente neste caso as
vibracoes podem ser influenciadas pelos radicais (A) devido
a sua localizagao. Teremos assim:

A, entre = 730cm’! e a =~ 790cm’ e, um modo vibracional
ainda superior A, entre ~ 990cm’ e = 1160cm .

Pudemos finalmente observar a presenga das linhas

indicadas com * na tabela 06, ainda nao mensionadas na

literatura. Sao elas 286cm’ e 3g2cm’’, para a

hematoporfirina de base livre como para a Hp.2HCI.
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4.3- ESPECTROS DE EMISSAO EXCITADOS SIMULTANEAMENTE POR DOIS

COMPRIMENTOS DE ONDA DIFERENTES

Em complementagaoc aos dados experimentais que
obtivemos e discutimos nos capitulos anteriores, investigamos a
possibilidade de utilizar a espectroscopia 6ptica como método
de monitoragao da terapia fotodinamica. O sucesso de tal
investigagdo sugere a possibilidade do seu wuso durante
aplicacoes terapeuticas em seres humanos.

Para entender a nossa idéia devemos partir do fato
que a excitagdo da hematoporfirina na regiao ultra-violeta,
promove fluorescéncia intensa (vide item 4.1). Neste processo
os elétrons do nivel energético fundamental, quando excitados,
populam um nivel energético superior e decaem, emitindo Iluz.
Quando esta mesma amostra for excitada simultaneamente por
outro comprimento de onda capaz de provocar absorcao a partir
do mesmo estado inicial envolvido na fluorescencia, podemos
afirmar que este novo processo sera concorrente com a emissao.
Esta excitacdo ressonante pode ser aquela de interesse para o©
processo de transferéncia de energia ao oxigéenio e que
desencadeia a PDT. Neste caso, uma parte da populacgao do nivel
energético fundamental estara sendo envolvida no processo de
sua transferéncia para o nivel excitado triplete. Este processo
faz com que a populagdo do nivel fundamental disponivel para o
processo de fluorescéncia diminua, diminuindo sua intensidade
observavel.

Em outra palavras, se estivermos monitorando a
fluorescencia, excitada pela radiacao ultra-violeta, e

iniciarmos uma excitagdo concorrente na regiao do vermelho,
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poderemos esperar ent3o uma diminuicao da intensidade desta
fluorescéncia.
Com este principio em mente, iniciamos a preparacaoc

do experimento.
4.3.1- DESCRICAO EXPERIMENTAL

Para este experimento utilizamos a amostra 12, de
Hematoporfirina.2HC1 em solugao de TRISMA Base 0,1M. Esta.
solucdo foi escolhida por nao apresentar a banda de emissao
maxima (614,5nm) t3o proxima da banda de absorcao de menor
energia (618,8nm) para a hematoporfirina, além disto esta e a
amostra com maior concentragao de oxigenio de que dispunhamos.

Necessitavamos também de duas fontes de excitagao,
uma no ultra-violeta e outra na regido do vermelho. A
utilizagdo de lampadas e filtros que nos fornecessem os
comprimentos de onda apropriados se mostrou inadequada
basicamente pelas dificuldades de focalizagao necessariamente
coincidente dentro da amostra. Decidimos usar um laser de
Argonio com éptica especial para emissao no ultra-violeta. Esta
foi uma etapa ardua, uma vez que o0s lasers disponiveis no
Instituto de Fisica da Unicamp tém tubos velhos e nac emitem
poténcia maior que 4 watts em multilinha na regido do visivel
(esta é uma das condigoes para obtengao do ultra-violeta). Em
trés diferentes lasers de Argonio Spectra Physics, realizamos
todo o processo de limpeza e alinhamento dos espelhos e tubo,
otimizando os parametros de corrente e campo magnético, assim
como o fornecimento de 7jato de nitrogénio na vizinhanga dos

espelhos na cavidade (para evitar a rapida deposigao de
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compestos organicos provocada pela radiagao ultra-vicleta). a
maxima potencia obtida foi de 10mW, mas em condigoes de
trabalho e apos © funcionamento por alguns minutos, a poténcia
caiu a zero.

0 problema foi resolvide com a chegada e instalagao
de um laser de Argonio Spectra Physics de 25W, adquirido pelo
Grupo de Propriedades Opticas do Instituto de Fisica/UNICAMP,
cuja emissdo na regiac ultra-violeta (apds realizagao dos
passos descritos para os outros lasers) atingiu 7W.

Para obtencdo de emissdo na regido do vermelho,
decidimos utilizar um laser de corante, com Rodamina 6G,
bombeado por um laser de Argonio, pertencentes ao nosso grupo.
As dificuldades iniciais recairam principalmente no fato de que
este laser de Argonic nao emite um modo TEM , mas um modo de
ordem superior, ficando sua focalizagao no jato de rodamina
muito prejudicada. Além disto, alguns elementos da optica do
laser de corante nao estavam em bom estado de conservagao.
Desta forma se fez necessaria a utilizagdo da optica de outro
laser de Argdnio, ambos do Grupo de Propriedades Opticas do
IFGW.

como fonte de excitacdo utilizamos entac um laser de
Argonio (I) Spectra Physics, modelo 2045E com optica especial
para emissdo na regido do ultra-violeta em multilinha entre
333,6nm e 363,8nm. A outra fonte de excitagao foi um laser de
Argdénio (II) Spectra Physics, modelo 2025 emitindo em
multilinha entre 488nm e 514,5nm, bombeando um laser de corante
Coherent Radiation, modelo 490. O corante usado foi uma solucao
de metanol, etilenoglicol e Rhodamina 6G, Kodak, preparada de

acordo com instrucdes do manual do laser de corante. Quando
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este laser é bombeado com poténcia de 4W pelo laser de argonio
(IT) ele emite entre 590nm e 625nm, & um filtro birrefringente

colocado no interior da cavidade permite a escolha de uma linha

especifica dentro deste intervalo.

N Fb | SAIDA
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Laoser de| |Laser de §§-IO PER FwI30
Argdnio | |Corante 3
ESPECTROMETRO
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ENTRADA
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amosTRA| | | E 0
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Ultra-Violeta | él@

LOCK-IN L |
CHOPPER — = e e -
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REGISTRADOR

>

o000

Fig. 34 - Diagrama simplificado da montagem experimental.
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Na figura 34 podemos observar a montagem
experimental, gque além das fontes de excitagao mencionadas
acima contém o sistema de detecgdo e registro dos dados. Na
amostra incidem os dois feixes laser e o sinal & observado a
90° por um espectrometro duplo Spex, modelo 1401, com altura de
fenda de 0,2mm, acoplado a uma fotomultiplicadora RCA, modelo
FW-130. O amplificador Lock-in Princeton Applied Research,
modelo 124A, foli conectado com o© Chopper Stanford Research
System, modelo SR540, e ao registrador X-t, Hewlett Packard,

modelo 7100BM/17505A.

Foto 01 - Visao geral da montagem experimental.
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A foto 1 da uma visdo geral da montagem e a foto 2
mostra um detalhe da cubeta com amostra durante o experimento.

Todo o processo de montagem e tomada de dados deste
item foram acompanhados e auxiliados pelo prof. Geraldo

Ferreira Mendes do IFGW.

Foto 02 - Detalhe da cubeta com a amostra durante o

experimento.
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Uma vez ajustados todos os parametros de medidas como
poténcia dos feixes de lasers antes e depois da amostra,
alinhamento dos elementos do caminho optico, coincidéncia dos
focos e posigao dos feixes dentro da amostra e alinhamento
desta imagem com o espectrometro, chegamos a condicao de
reprodutividade para obtencao dos espectros.

Em todos os espectros utilizamos potencias de
excitacdo baixas para evitar deterioragao da amostra. A medida
destas poténcias apos a amostra foi da ordem de 0,1mW. No
lock-in trabalhamos com sensibilidade de 2mV; frequéncia do
chopper = 1000 Hz, tempo de integragao = 1s, PSD normal e Band
Pass. O espectrometro foi ajustado para varrer 5 cm'1/s com

altura de fenda de 0,2mm e slits em 200/400/200um.

4.3.2 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas medidas iniciais, apesar de termos assegurada a
reprodutividade dos espectros, nao observamos a diminuigao
esperada na intensidade da fluorescéncia.

A figura 35 apresenta os espectros de fluorescencia
obtidos em (a) excitagdo apenas com ultra-violeta (b) excitagao
simultdnea com ultra-violeta (334 < A < 364 nm) proveniente do
laser de Argonio e A = 618,8nm proveniente do laser de corante.
Naoc ha variagdo mensurdvel neste caso e nhem nos casos
similares, onde variamos os parametros das medidas e que nao

apresentamos nesta tese.
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Figura 35- Espectros de fluorescencia da amostra 12, picos em
A= 614,5 nme A = 675nm.
(a) Excitagao so com ultra-violeta

(b) Excita¢des com ultravioleta e A = 618,8nm
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Entre o registro de cada familia de espectros, a
amostra ficou exposta aos dois feixes de excitagao,

principalmente para um ajuste fino de alinhamento.

Depois de uma longa exposicao observamos o]

aparecimento de uma nova banda de fluorescencia como mostra a

figura 36.

{ v.a)

INTENSIDADE

I ! | ! i I
600 650 700

COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Fig. 36 =- Espectro de fluorescéncia da amostra 12 apds longa
exposicao aos feixes laser. Aparecimento de uma nova

banda na regiaoc de A ~ 640 nm.
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Esta nova banda de emissdo aparece na regiao de A =

p . . (39-47)
640 nm e também foi observada na literatura e parece dgque
sua intensidade aumenta com a gquantidade de agregados em
equilibrio. Para os experimentos de medida de tempo de
decaimento de fluorescéncia esta banda mostra um decaimento

;45 :
(a4 . o aparecimento desta

mais rapido em relacao ao monomero
banda de emissdo parece estar correlacionado com fotoprocessos
irreversiveis levando a fotoprodutos fluorescentes (dimeros ou
oligomeros covalentes ligados). Outros estudos ainda mostram a
presenca desta banda enm células malignas com hematoporfirina
indicando que os fotoprodutos fluorescentes podem ser formados

(36) o fato de que estes produtos sac mais

também "in vivo"
abundantes em células malignas que em células normais &
interpretado também em termos do alto grau de acumulagao de
hematoporfirina neste tipo de tecido.

0 fotoproduto é muito estavel (ja que esta banda nao
desaparece) e sua formagac depende da presenga de oxigénio, da
densidade de poténcia de irradiagdo e da concentragdao de
hematoporfirina como monomero. Como a cinética de formagao de
fotoprodutos é muito complexa, sua estrutura quimica €& até
agora desconhecida.

Tentamos ent3o uma nova técnica de medida. Deixandeé o
espectrometro parado e registrando dados na regiac de maxima
intensidade de fluorescéncia e em intervalos de tempo repetidos
(7min) fizemos a incidéncia coincidente de comprimento de onda
na regiao do vermelho. O resultado esta representado na figura
37, onde registramos também a poténcia da laser de corante

antes da amostra. Neste caso podemos observar que realmente ha

uma diminuicao de intensidade de fluorescencia, mas que a mesma
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Figura 37- Intensidade de Fluorescéncia com o tempo, na regiao
de comprimento de onda de maxima intensidade

fluorescente (A = 614,5nm) amostra 12 .
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A figura 37 estda dividida em intervalos, onde
obgservamos sempre um sinal ruidoso. Nos intervalos (a), (c) e
(e), a fonte de excitagao foi apenas o ultra-violeta, e nos
intervalos (b), (d) e (f), as duas fontes de excitagao estavam
presentes. Podemos observar uma diminui¢8c lenta do sinal apds
o inicio da dupla excitacac, que atribuimos a fase de
transferéncia de energia para o oxigénio e conseguente formagao
de oxigenioc singlete. Devemos ter em mente que o processo de
desexcitagioc do oxigénio n3o é um processo rapido, ja que a
transicao para o estado fundamental triplete e proibida.

Consideramos portanto que durante estes intervalos de
dupla excitacdo, ocorre uma formagdc progressiva de oxigenio
singlete e que durante o intervalo de interrupgado da irradiagaoc
do laser de corante, uma certa quantidade de oxigénio singlete
ainda continuara existindo. De forma qualitativa podemos fazer

24) . -

uma analogia deste resultado com o de Tromberg , Ja

comentado no item 2.3.1. e representado na figura 38.
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Figura 38- Pressao relativa de oxigénio de tecido normal sen® e
A (24)
com hematoporfirina irradiados no vermelho.
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A figura 38 representa a medida da pressao relativa
de oxigénio em tecido normal incorporadoc com hematoporfirina e
jiradiado com A = 630nm, onde se observa uma diminuigao da
pressdo durante o periodo em que a irradiagdo vermelha é feita.
Esta diminuicdo é atribuida ao consumo de oxigenio singlete
formado que reagird com o meio. Quando a irradiagao é
interrompida, a vascularizagdo coloca a disposigao nova
guantidade de oxigénio, gque pode ser consumido caso haja nova
irradiagdo [figura 9(b) cap. II].

Nosso sistema niaoc sendo de tecido vivo, nao consumira
o oxigénio singlete formado, nem tera novo fornecimento de
oxigénio triplete e devera portanto usar apenas aquelas
moléculas presentes na solugdo. O que estamos supondo entac se
resume simplesmente no fato de gue em nosso experimento ocorre
a formacac do oxigénio singlete e que uma parte deste ainda
subsiste no proximo intervalo de excitagao, fazendo com gue a
intensidade de fluorescéncia retorne ao nivel médio anterior
mais lentamente.

Podemos desta forma correlacionar o carater ciclico
de nossa medida com aquela observada na figura 9(b), e dizer
sao resultados concordantes.

Este resultado nos leva a crer portanto que a medida
da intensidade de fluorescencia provocada pela radiagao
ultra~violeta feita simultaneamente ao tratamento da PDT
(irradiacdo com A ~ 630 nm) pode ser usada como metodo de

avaliacdo da eficiéncia na produgao de oxigénio singlete.
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CAPITULO V
OTIMIZAGAO DA TERAPIA PELA ADEQUAGAO DA PRESSAO PARCIAL DE

OXIGENIO

Pela conclusiaoc do capitulo II ficou claro que o
oxigenio desempenha importante papel no processo da PDT. E
obvio que, tratando-se de tecidos vivos, nac podemos esperar
gue o aumento indefinido da densidade de oxigénio propicie um
aumento indefinido na eficiencia do processo. E intuitivo que
deverda existir uma funcdo densidade de oxigénio com um maximo
proximo ao valor da densidade normalmente encontrada nos
tecidos.

Em técnicas como a de Radioterapia de Cancer, a
associacao de Oxigénio Hiperbarico mostra efeitos que facilitam
o tratamento radioterapico. Este assunto é relativamente bem

estudado e nos deu margem para elaborar o modelo que segue.

5.1-CONDICOES DE OXIGENAGAO EM TECIDOS NORMAIS E TUMORAIS

Muito frequentemente a vascularizagao tumoral tem
morfologia anormal, i.e., irregular e inadeqguada, o que faz com
que estes tecidos apresentem regides hipdxicas ou anoxicas
localizadas mais distantes dos capilares, tal que a difusdo de
oxigénio através destes é inteiramente consumida pelas células
intermediarias. Na figura 38 representamos um meodelo da

vascularizacgao tumoral descrita acima.
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Figura 39- Modelo de vascularizagao tumoral

Uma grande parte do oxigénio transportado pelo sangue
estd ligado & hemoglobina dos eritrécitos e uma pequena fragao
é transportada pelo plasma pois o O, & muito pouco soluvel em
solugdes aguosas. A 502 nos espagos aéreos dos pulmoes & cerca
de 100 mm Hg e nesta pressao a hemoglobina esta 97% saturada
com 02. A medida que o sangue atravessa os capilares do tecido
© 0, é liberado por uma mudanga conformacional da hemoglobina,
(depois da gqual ela capta CO2 e H dos tecidos para os
pulmoes), passa para o plasma sanguineo e entao penetra nas
células difundindo-se através das paredes dos capilares.

Como podemos observar da figura 40, a curva de
saturagao de hemoglobina com O, é profundamente influenciada

pela concentragéo de CO2 e pelo pH do meio.
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Figura 40- Curva de Saturaciao da hemoglobina com oxigénio

Desta forma a concentracao de 0, dissolvido nas
paredes dos capilares determina a taxa de difusao no tecido
vizinho. Nac é possivel manter um alto nivel de 0, dissociado
nos capilares meramente aumentando a saturagao de o, da
hemoglobina por mais 3%, uma vez que este O, s0 sera liberado
quando 502 do plasma cair de acordo com a curva de dissociagao
da oxihemoglobina. Assim, para aumentar a taxa de difusao,
praticamente todo 0, consumido pelos tecidos deve vir do 0o,
dissclvido no plasma nos capilares arteriais, pois ao manter
alta a concentragao de o, dissolvido aoc 1longo de todo o
comprimento dos capilares, as hemoglobinas nao podem 1liberar
seus O, ligados e sairao destes praticamente saturadas.

Saber a guanto deve ser aumentada a taxa de difusao
de 0, para eliminar regides hipoxicas ou andxicas, depende da

distancia maxima entre capilares e portanto a microestrutura do

tumor. Nao podemos discutir aqui totalmente estes aspectos, mas
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podemos fazer algumas abstragdes estatisticas e avaliar
gualitativamente o problema.

A grosso modo, em tecidos normais poderiamos
considerar a taxa de difusdao como sendo:

D C

R , onde

D = coeficiente de difusao

Cc

l

concentragao de 02 no plasma

K

consumo de 0,/g de tecido
PO, arterial = 100 mm Hg
pO, venoso = 40

pO, nos capilares & 70 mm Hg

Assim para triplicar a taxa de difusac R, a
concentracao de 02 nas paredes dos capilares deve ser aumentada
de um fator nove, ie, 70x9 = poO = 630 mm Hg.

2 capilares

A constante de difusao para o 0, em tecidos

neoplasicos nac difere daqguela para tecidos normais com

(55 . o~ y .
); a respiragao de celulas malignas

conteudo similar de Aagua
parece ser similar a de células normais . As diferengas devem
ser atribuidas principalmente aos diferentes arranjos dos vasos
nutritivos.

£ claro que condicdes fisioldgicas e individuais
alteram a forma da curva de dissociagaoc, mas pelo menos
qualitativamente podemos fazer as seguintes consideragoes:

Com 14mg de hemoglobinas por 100ml de sangue, o©
oxigénio se 1ligarda a hemoglobina quando esta estiver

completamente saturada e teremos entao 18,7 ml de oxigénio

ligado por 100ml de sangue. Assim o oxigenio dissolvido no



119

sangue com p[oz] = 100mmHg sera de 0,3ml/100ml de sangue. Em
l1atm de ar, através dos valores das concentracoes de oxigenio
na entrada e saidas dos capilares podemos obter um valor

estimativo do consumo de oxigénio.

Entrada 0,97 x 18,7 18,1 + 0,3 = 19,4 ml 02

Il

Saida 0,68 x 18,7 12,7 + 0,12

Il

12,82 ml 02

= consumo de = 5,6 ml 02 / 100 ml de sangue

Tabela 07- Importancia‘ do oxigenio dissolvido e ligado na
demanda metabdlica em diferentes valores de pressao

arterial de oxigenio

Entrada dos capllares Sal’da dos caplares (J2 utillzade
p(:l2 02 p0 02 Dissol
sangue | sol. Hemog., sangue | sol. Hmog. Total =sol. Hemog.
mmHg m}/100ml mmHg ml/1001 ml/100m1l

100 0,3 i8,1 40 0,12 | 12,7 5,6 0,18 5,4
200 0,6 18,5 42 0,13 }13,4 56 0,5 5,1
300 0,9 18,6 44 0,14 |13,8 5,6 0,8 4,8
760 2,3 18,7 51 0,15 |16,2 5,6 2,1 3,5
1520 4,6 18,7 78 0,23 {117,5 5,6 4,4 1,2
1850 5,6 18,7 120 0,36 |1i8,3 5,6 5,24 0,36
2280 6,9 18,7 430 1,3 18,7 5,6 5,24 0
3040 9,1 18,7 1170 3,5 18,7 5,6 6,6 o]

Assumindo gue o consumo de O2 e a taxa de fluxo
sanguineo permanegam invariaveis, para respirar O, sobre
pressdo até 2 atm ndo ha O, suficientemente estocado em solugao
gue supra toda a demanda e ainda capaz de deixar 02 extra. Isto

s ocorre quando o sangue arterial é saturado com O, a uma
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pressao de aproximadamente 3 atm ou maior.
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Figura 41~ Pressao tedrica de oxigénio ao longo de um capilar

Ao longo de um capilar isolado, um calculo tedrico de

{56
Innes )

representado pelo grafico da figura 41, mostra os
varios valores da po2 na entrada dos capilares e a mudanga de
pressac ao longo do mesmo. Inicialmente a gueda €& rapida, uma
vez que todo fluxo de saida através das paredes dos capilares
tem que vir do O, mantido em solugao.

Quando poO, cair para 100 mm Hg, o efeito de
"tamponamento® da dissociagdo de oxihemoglobina se torna
aparente e a subsequente gqueda na po2 ao longo do capilar e
muito mais lenta. ( neste caso a oxihemoglobina vai liberando
02 ao longo do vaso).

Para valores poO, acima de 2.000 mm Hg, a

oxihemoglobina nad e mais requisitada e a hemoglobina permanece

n  virtualmente" saturada através de todo o comprimento do
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capilar.

Capilares reais ndo sao isolados em uma massa
infinita de tecido e assim o aumento da saida de o, devido ao
aumento do raio de difus3o dependera da separagao entre
capilares adjacentes. Portanto o aumento na saida de
o, dependera de todo o padrdo vascular do tumor particular, que

é funcdo também da localizagdo do tumor: Subcutaneo ou

intramuscular.
5.1.1~AVALIAQKO QUANTITATIVA EM TECIDOS

Estudos "in situ" (Carcinosarcoma DS implantados em
rim de ratos onde as medidas de pressoes locais de o, foram

57
¢ }) mostram

feitas com técnicas de microeletrodo-O, de ouro
gue pO2 no tecido tumoral depende do peso do tumor (em
diminuicao logaritimica) e apresenta valores muito baixos em
relagao direta com a idade do tumor.

As pO, no tecido diminuem com o aumento da distancia
dos capilares e dos terminais capilares arteriais para os
venosos,

Em tecidos normais a distribuicdo de frequéncias
apresenta fortes variagoes para altas pO,, enquantoc que para
tumores sdélidos esta distribuicdo esta deslocada para a
esquerda, como apresentado no histograma da figura 42 e tragado

(57)
na figura 43
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Com o crescimento do tumor a pO, no tecido cai
exponencialmente (figura 43). Este estudo mostra que po, no
tecido tumoral estd abaixo de um limite critico, tal que a
atividade de enzimas respiratdrias é reduzida. Assim, o consumo
de 0, nestas regices nao depende somente do complemento de
enzimas respiratérias como também das condigdes de transporte
de 0, no tecido (capilarizagao).

Examinando as condigdes de fornecimento de 0, em D-S
Carcinosarcoma, observa-se que as células na vizinhaca direta
dos capilares tem uma taxa de consumo de O, relativamente alta,
causando uma diminuigdo aguda na pressdo, tal que em células
mais distantes somente baixas PO, sdo encontradas,

Para tumores com massa de até 3,59 todo o tecido esta
oxigenado; para massas de 6,0g, 5% do tecgido teg_deficiéncia

de 0, e para 11g, 50% do tecido tem deficiéncia de 0,,
2
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5.2.2-AVALIAGCAO QUALITATIVA

A curva de distribuigdo de frequéncias dos valores de
saturacao de oxihemoglobina esta estreitamente correlacionada

com a correspondente distribuigao dos valores de PO, nos

(55)

tecidos, como podemos observar pelas figuras 44 abaixo.
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Figuras 44- Curvas de distribuicdo de freguéncia de valores de
saturacao de oxihemoglobina em ratos respirando ar

% 1 atm, oxigénio puro & 1, 2, 3 ou 4 atms!®
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Todas as curvas da figura 44 mostram que respirar 02
a pressbes maiores do gque 1 atm levam a uma frequéncia de
ocorréncia de oxihemoglobinas saturadas muito maior maior.

Em 4 atm de O, puro, nenhum valor de saturagao de
oxihemoglobina menor que 35% foi encontrado. Assumindo este
valor como representando a saturagao mais baixa de
oxihemoglobina nos terminais venosos dos capilares do tumor, a
PO, intracapilar correspondente e 38 mmHg.

Se a distancia intercapilar nao for maior que 125-130
um, a po, naoc cai mais do que 3 mmHg. Uma vez que as distancias
intercapilares determinadas histologicamente sao muito menores,
PO, é provavelmente maior gque 3mmHg a 4 atm.

Mostramos assim gque oxigénio hiperbarico é uma
eficiente ferramenta para aumentar o fornecimento de O, para o
tecido tumoral e erradicar hipoxia em tumores solidos,

estabelecendo 4 atm O, por 30 min.
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5.2- PROPOSTA

Como pudemos verificar nos itens anteriores, os
tecidos neopldsicos apresentam baixa pressao parcial de
oxigénio. Quando ocorre fornecimento de oxigénio hiperbarico
consegue-se aumentar a entrega de oxigenio para o tecido
tumoral e erradicar a hipoxia em tumores solidos,
estabelecendo-se gue os mesmos devem ser submetidos a pressoes
de 4atm de oxigénio puro por 30 min. Uma vez que o oxigénio & o
principal responsavel pelo processo de destruicao tumoral, a
associagao do uso correto da Terapia de oxigénio Hiperbarico ao

tratamento da PDT, como descrito anteriormente, devera auxiliar

consideravelmente na eficiéncia do processo.
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CAPITULO VI

CONCLUSA0

0 desenvolvimento de um trabalho interdisciplinar
como este da margem a varias conclusoes, aparentemente,
independentes. Se por um lado isto pode dificultar a elaboragao

deste capitulo em forma consistente, por outro lado nos ajuda

. £

ja que no corpo da tese apresentamos geralmente junto as
discussoes, conclusdes que agora serao agrupadas.

Nosso objetivo principal fol o de contribuir, como
especialista em fisica, ao conhecimento abrangente da Terapia
Fotodinamica voltada ao tratamento de cancer.

Em primeiro lugar, a elaboracao desta tese com as
suas revisoes e enlaces entre conhecimentos de diferentes areas
ja pode ser considerada uma contribuicdoc importante para
qualquer pesquisador ¢gue necessitar encurtar caminho para
rapidamente atingir objetivos especificos.

Do trabalho propriamente dito concluimos que a
Terapia Fotodinamica, embora técnica terapeutica ja usada em
seres humanos em varios paises, oferece ainda grandes
possibilidades para pesquisas nas areas de fisica, quimica .,
biologia e medicina experimental. As nossas contribuigodes ao
acervo de tais conhecimentos, passando pela obtengao de
espectros de fluorescéncia e Raman com as devidas
interpretacoes em termos de modelo qualitativo da molécula, vao

até a proposta e elaboragdo de experimento capaz de medir a
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eficiéncia do processo em tempo real, dque se aplicado a um
sistema "in vivo" serd de grande valia para a humanidade.

A otimizagac da terapia pela adequacac da pressao
parcial do oxigénio, que também foi objetivo de nosso estudo,
mostrou resultados interessantes e promissores para aplicacao
da terapia em situaqées Hiperbaricas, guando uma aceleragao do
processo devera ocorrer.

Nio h& dividas de que varios trabalhos poderao ser
projetados em funcao dos resultados agqui apresentados, e neste
sentido ja existe tese de mestrado em andamento na Faculdade de
Cciéncias Médicas da UNICAMP, onde nossas contribuigoes serao

utilizadas.
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APENDICE I

CONFIGURAGAO ATOMICA E MOLECULAR DO OXIGENIO

Os orbitais atémicos do oxigénio atdmico sdo:  1s°
2s® 2p4 onde 2px, 2py e 2pz sao orbitais isoenerdgeticos. Os
orbitais moleculares resultam do ‘"splitting" dos orbitais
atomicos, gque podemos observar na figura 8(a), (b) e (¢)

. 1 1
1s origilna o o
9 u
2s origina %0 %5
g u
2px e 2py origina 1rru( Nx e My ) 1nq ( noemn )
2pz origina o ( 35 ) a'( 3ou )
a)l b) . g* Tu)
--------- ?é!:.. nx {1g)
bz ey '_29'-‘.-'.'.'73:! ' -------- T ('ru)
g (3cq)
(20u)
2s — v eneerren) (2’0‘0)
Is ) ) ' (lgg)
ATOMO MOLECULA
GIN:7e™ Ny:lde o: 8¢ 0,716€
d} e) f) g)
ok .. el TS [T yep PPN I8
R SR TS (V) P
I
b |4 |44 |
oot | A | 4 |
as EE% T |esev|(Leev)| T
l's
= 20e (32§ )"0, ('Ag)| '0p(' Ed)] %0, (*Zd)
13-3} | =3 [{5-5}| 13-2

Figura Al- Orbitais atomicos e moleculares para o N e O

itens de (a) a (g) estdo descritos no texto.

(11)

r

0s
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Na ultima camada teremos:
Figura Al (d)- 1 elétron em cada orbital lng com spins
paralelos. Pela regra de Hund esta configuracao tem energia
mais baixa, e sera entdo a do oxigénio molecular normal, cujo
estado fundamental é portanto triplete 32;1

No seu estado fundamental T° a molécula de O2 tem um
carater birradical, responsavel por sua natureza reativa
(oxidacdo) e por sua habilidade de aceitar elétrons, gerando
ion superdxido ativo O; ou mesmo Oz' gue perdeu o carater
birradical, uma vez que os dois elétrons adicionais se

- *
emparelham com oOs no e m.

Yy

Figura Al (e)- 2 elétrons emparelhados no mesmo orbital, mas
com spins opostos ( singlete 1Ag).
Figura Al (f)- 2 elétrons com spins opostos, mas em 2 orbitais
diferentes.

Ambos estados singlete necessitam de spins
contrarios, mas lAg tem uma energia de ativagao mais baixa.

Este estado ndc tem caracteristicas de radical, mas
ao contrario, se comporta como uma molécula duplamente ligada e
seu tempo de vida é relativamente longo na auséncia de
interagdo de desexcitagdo ( I' ) 45 ain em fase gasosa de baixa
pressao) mas muito menor em agua ( T~ 2 us ).

0 estado singlete de energia mais alta (12;) tem um

10

tempo de vida curto ( I'* 10 s e [ = 10" "s ). Por esta
2

razdo, sua implicacao no efeito fotodindmico é negligenciavel.
Estes dois estados singlete resultam da inversao de

spin e nac de transigdes eletronicas para um orbital vazio.

Eles podem ser gerados por transferéncia de energia, mas nao

por transigoes dpticas partindo do estado fundamental triplete,
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que em ambos ©0s casos sao proibidas por:

- Multiplicidade 3 —— 1

- Paridade g —— u

- Momento angular orbital ¥ ——— A para lAq

~ Simetria - ——— + para 32;

Figura Al (g)- O primeiro estado excitado resultando de uma
transicdo eletronica para um orbital vazio ( a.) e o triplete

T e sua geragaoc oOptica direta ainda é baixa, uma vez que a

transicao T, ( 3Zq' ) —— T 3Zg+ ) é& proibida por

simetria.
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