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Resumo

Corantes fotossensibilizadores excitados com luz visivel, na presenca de oxigénio, leva a
formacao de espécies reativas de oxigénio, uma composicao citotdxica, que é o principio
fotoquimico da terapia fotodindmica. A classe de corantes xanténicos possuem uma
tendéncia fluorescente que apresenta cores fortes que cobrem boa parte do espectro
visivel, além de uma alta capacidade de gerar oxigénio singleto em meio aquoso. As
propriedades destes corantes sao extremamente dependentes de sua estrutura e forma
protolitica. Neste trabalho utilizou-se a técnica de espectroscopia de Lente Térmica para
investigar propriedades de interesse na terapia fotodinamica dos corantes xanténicos. Foram
investigados os fotossensibilizadores: Eritrosina B , Eosina Y e Rosa de Bengala. O corante
Sirius Red foi utilizado como solugao controle, pois a mesma nao apresenta fotoatividade
aparente. A técnica de Lente Térmica se mostrou util para o estudo de fotoativacao nos
corantes fotossensiveis, possibilitando a verificacao de efeitos como a fotodegradagao dos
corantes mesmo em concentracoes baixas, e suas propriedades térmicas e 6pticas, que sao

parametros importantes na aplicacao da TFD.

Palavras-chave: Corantes Xanténicos, Lente Térmica, Fotossensibilizadores, Terapia

Fotodinamica.
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1 Introducdo

A incidéncia de luz na matéria faz com que haja uma aparicao de diversos efeitos
como variacao na temperatura, deformacao térmica, variagao da absorcao e emissao,
efeitos fotoquimicos, entre outros [1]. O monitoramento dessas modificagoes pode fornecer
informacoes das propriedades fisicas do material, efeitos esses que podem ser observados
incidindo um feixe de laser num dado material com uma determinada intensidade. Quando
aumentada a intensidade do feixe de laser podem ser observados efeitos nao reversiveis
como, vaporizagao e fusao. Esse tipo de interagao luz-matéria pode ocorrer em materiais

solidos, liquidos e gasosos [2].

O principio da interacao da radiagao com a matéria se baseia na transformagao de
parte da energia transportada por uma onda eletromagnética (luz) em energia térmica,
que gera um aquecimento no material que foi exposto a radiagao, sendo esse fendémeno
conhecido como efeito fototérmico. Este efeito é de grande interesse para anélises das
propriedades termo-6pticas de um dado material. Existem varias técnicas que sao baseadas
nos efeitos induzidos pela absor¢ao da luz [3,4], sendo seguidos por processos de relaxagao
de estados excitados, resultando em um incremento da energia interna. Uma dessas técnicas
é conhecida como Espectroscopia de Lente Térmica (ELT) que faz o uso de lasers para
o estudo de processos fotofisicos de fotossensibilizadores, permitindo que a luz possa
ser focalizada em pequenos volumes causando uma ampliagao no sinal fototérmico por
conta de sua alta poténcia e pureza espectral, além de seu comprimento de onda emitido
apresentar uma largura de banda pequena [2]. Neste trabalho utilizaremos a ELT para a

caracterizacao da familia de corantes xantenos.

Um feixe de laser é composto pelo mesmo tipo de luz emitida pelo sol, possuindo
propriedades bem definidas. Essa luz que é emitida pelo laser é confinada em uma pequena
regiao do espacgo que forma um cilindro em torno do seu eixo de propagacao. Quando se
utiliza um laser com perfil de intensidade gaussiana, este cilindro possui uma distribuigao
radial de intensidade com perfil gaussiano. A interagao desse modo do feixe laser com
a matéria induz um gradiente de temperatura, o qual modifica localmente o indice de
refragao, com um formato semelhante a uma lente. Essa é a origem do nome atribuido a

técnica, espectroscopia de lente térmica [3].

O efeito de Lente Térmica foi primeiramente observado por Gordon e seus colabora-
dores em 1964 [5], quando os pesquisadores notaram uma mudanga de divergéncia do feixe
na saida das amostras transparentes na cavidade do laser, nesse caso um laser de He-Ne, e
também notou-se transientes de poténcia. Gordon entao propds uma teoria descrevendo o

efeito: quando um feixe de laser passa através de um material com uma absorcao 6ptica
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finita, o calor gerado causa um aumento na temperatura da amostra e muda o seu indice
de refragdo, o qual por sua vez afeta a propagacao do feixe 6ptico [6]. Essa dependéncia do
indice de refragao com a temperatura, devido & absorcao da energia de um laser, provoca
uma mudanca nao uniforme no caminho 6ptico, fazendo com que o material atue como

uma lente, podendo ser convergente ou divergente (dependendo de suas propriedades).

A técnica de Lente Térmica (LT) caracteriza-se pela geragao e detecgdo de um
gradiente de indice de refracao na amostra apoés ela ser irradiada por um feixe de laser,
assim ¢ possivel detectar a variagao do caminho 6ptico induzido pela absorc¢ao localizada
do feixe de laser. O principal papel da técnica de LT é a obtencao das propriedades
térmicas e Opticas das amostras. Por conta de algumas outras propriedades, ela tem
sido bem atrativa [3,4], sendo elas: o carater remoto, o qual possibilita o controle da
temperatura durante o processo de medidas; a técnica é resolvida no tempo, o que permite
a determinacao de propriedades dinamicas da amostra; o carater quase nao destrutivo,
j& que apenas um pequeno volume da amostra é exposto a excitacao do feixe de laser.
Com isso conclui-se que a técnica de LT apresenta vantagens ao ser comparada com a
espectroscopia convencional, visto que sua densidade de energia é maior do que outras
fontes de luz, sendo também altamente sensivel, o que permite analisar amostras em

concentragdes micromolar e nanomolar [7].

Como somente uma fragao de luz absorvida pelo material tera influéncia no efeito de
LT, ou seja, o efeito independe da quantidade de luz que foi espalhada ou refletida, a técnica
ELT é considerada um método quantitativo na deteccao de propriedades termodinamicas,
quimicas e Opticas e pode ser aplicada em amostras liquidas e sélidas. O estudo dos
transientes gerados pela técnica podem fornecer parametros como o coeficiente de difusao
de massa e de fotorreagao, e taxas que revelam a ocorréncia de reagoes fotoquimicas [7-9|.
A amplitude do sinal obtido é uma func¢ao do coeficiente de absor¢ao, coeficiente de variagao
térmica do indice de refragao, eficiéncia quantica de fluorescéncia, coeficiente de expansao

térmica, entres outros, dependendo do tipo de material que esta sendo estudado.

Sistemas fisicos que apresentam uma reagao fotoquimica podem ser estudados pela
espectroscopia de lente térmica. Esses tipos de amostras exibem espécies fotoativas da qual
a interagao com a radiacao incidente se alteram, por meio de complexos mecanismos, de
modo a alterar os valores da absorcao 6ptica, e consequentemente o sinal de LT. Com o uso
de modelos tedricos que levam em conta este tipo de efeito, é possivel determinar e analisar
propriedades qualitativas e quantitativas com relacao a fotodegradacao dessas espécies.
Recentemente demonstrou-se que o efeito de fotodegradagao produz transientes bem
caracteristicos na ELT, tornando a técnica de LT uma ferramenta auxiliar na caracterizagao
fotoquimica de materiais fotossensiveis, os quais apresentam alto potencial para serem
utilizados na Terapia Fotodinamica (TFD) [10].
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1.1 Terapia Fotodindmica

A terapia fotodinamica (TFD) é um conjunto de técnicas e procedimentos utilizados
em tratamentos de doencas epidérmicas e diversos tipos de cancer, sendo sua base formada
pela combinagao de materiais fotossensiveis com a luz. A TFD consiste na ativagdo de um
composto fotossensibilizador (FS) por meio da absorc¢ao de luz, fazendo com que o material
chegue ao seu estado excitado. Uma vez excitado, o fotossensibilizador pode danificar
substratos biologicos por dois principais mecanismos fotoquimicos de acao fotodinamica,
sendo agoes do tipo I e do tipo II, como ilustrado na Figura 1 [11]. O processo de relaxagao
pode ser pela emissao de luz, geracao de calor ou transferéncia de energia para outras
moléculas. Na presenca de oxigénio molecular, esse processo pode gerar espécies reativas
de oxigénio, principalmente o oxigénio singleto [1]. Essas espécies reativas de oxigénio sdo

responsaveis pela morte das células, pois possuem potencial de danificar o meio biologico.

1

1

FS Oz@
T WIS tipo IT (i
\ ; ’] 1po 30’] \‘ﬁh ’E:?

Fs =,
FLUOR
Ab / .
A N tipp]l ———> EROs™ Celula

1
FS

Figura 1 — Diagrama de Jablonski simplificado e mecanismos de acao em TFD tipo I e
tipo IT (EROs séo as espécies reativas de oxigénio), (Adaptado de D. S. Pellosi,
2012 [12].)

Os mecanismos apresentados no esquema acima descrevem o processo da geragao
das espécies reativas do oxigénio (EROs). A acdo do tipo I esta relacionada com as
transferéncias de elétrons ou a abstragao de um atomo de hidrogénio entre o F'S excitado
e um substrato, gerando radicais livres. Estes reagem com o oxigénio para formar entao
as espécies reativas como anions superdxidos, radicais hidroxila, entre outros. Ja na agao
do tipo II, o FS transfere sua energia diretamente para o oxigénio molecular no estado
fundamental tripleto (O3) gerando o oxigénio excitado singleto (O3), espécie que é de

altissima reatividade [13].

Ambos processos (tipo I e tipo II) sdo de interesse na TFD e também ambos levam
a morte celular, seja por apoptose, relacionada ao tipo I, ou por necrose, relacionada ao
tipo II. Entretanto, o mecanismo normalmente admitido como principal passa pela geracao

do oxigénio singleto como espécie citotoxica [13].

Em consequéncia da alta reatividade e o pequeno tempo de vida das EROs, apenas
os substratos biologicos que estao proximos de onde sao produzidas as EROs serao afetados

pela TED. Dessa maneira, a localizacao do FS se torna um fator importante.



Capitulo 1. Introdugdo 4

Assim, para eficicia do tratamento fotodinamico, o fotossensibilizador precisa
apresentar algumas caracteristicas especificas, como sua pureza quimica, eliminacao rapida
dos tecidos, seletividade de localizagao no tecido alvo, alto rendimento quantico para

geragao das espécies reativas de oxigénio ou calor, baixa toxicidade na auséncia de luz [14].

Para se conseguir um melhor resultado da técnica de TFD é importante ter conhe-
cimento dos mecanismos de fotoativagao dos fotossensibilizadores, que sao dependentes
de varios fatores como: temperatura, concentracao, pH e tipo de solvente [1], e das suas

propriedades fisico-quimicas.

1.1.1 Fotossensibilizadores

Como citado anteriormente, para a aplicagao da TFD é necessério um FS o mais
proximo do ideal. Neste sentido, muito esfor¢co tem sido empregado para que os FS sejam
melhores caracterizados quanto & sua eficiéncia e seletividade. Entre as caracteristicas que
sao interessantes para um bom FS, destacam-se: uma alta absorc¢ao de luz na janela foto-
terapéutica (600-800 nm); caracteristicas fotofisicas favoraveis (alto rendimento quantico
de estados tripletos e singletos); baixa citotoxicidade no escuro; maior afinidade no tecido
tumoral em detrimento ao tecido saudavel [15,16]. Entre tantas caracteristicas para se ter

um bom FS, se destaca a a afinidade com biomembranas.

As membranas biologicas que sao constituidas principalmente de lipideos e proteinas,

sdo os principais alvos da destruigao foto-induzida [17].

Devido a todas propriedades fotoquimicas citadas anteriormente, apenas alguns FS
sao aprovados globalmente e estao em uso clinico. Na Tabela 1 estao apresentados alguns

desses F'S aprovados ou em teste clinico no tratamento de céncer.

Fotossensibilizador (FS) Familia A(nm) Cancer
Derivado da hematoporfirina (Photofrin) Porfirina 630 Pulmao,esofago, etc.
5-ALA: 5- acido aminolevulinico (Levulan) Precursor porfirina 630 Pele, bexiga, etc.
h-ALA:L aminolevulinato de hexilo (Hexvix) Precursor porfirina | Luz branca Célula basal.
BDP: derivado da benzoporfirina (Visudyne) Porfirina 690 Pancreas e seios.
Fimaporfin, disulfonated tetraphenyl chlorin, TPCS2a (amphinez) Clorina 633 Cancers superficiais.
Motezafin lutetium (Lutez) Texaphyrin 732 Seios.

Tabela 1 — Fotossensibilizadores aprovados ou em fase de testes clinicos no tratamento de
canceres [1].
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1.2 Corantes Xanténicos

No final do século XIX, os xanténicos eram utilizados na aplicacao de tingimento
de roupas. Porém ao longo do tempo foi se percebendo que devido & exposicao das roupas
a luz, elas iam perdendo sua coloragao, ocorrendo um fotobranqueamento. Devido a isso
deixaram de ser utilizados com essa finalidade. A atividade fotodinamica contra micro-
organismos foi descoberta acidentalmente pelo cientista Oscar Raab através de observagoes
feitas sobre a interagao da Eosina Y com a luz [18|. Atualmente esses compostos xanténicos
tém sido empregados de diversas maneiras por apresentarem uma alta capacidade de gerar

oxigénio singleto e serem soltveis em meio aquoso.

Os corantes xantenos sao compostos organicos que possuem uma estrutura quimica
formada por dois anéis benzénicos unidos por um atomo de carbono e um atomo de

oxigénio, que formam assim a estrutura triciclica, como ilustrada na Figura 2.

O

Figura 2 — Estrutura quimica caracteristica dos xantenos.

Essa estrutura base constitui o esqueleto de varios compostos, como podemos
observar na Figura 3. Dentre eles temos a Eosina (EOS), Eritrosina (ERY), Rosa de
Bengala (RB) e Fluoresceina (FLUO). Estes corantes possuem uma tendéncia fluorescente
apresentando cores fortes que cobrem boa parte do espectro visivel. As propriedades desses
corantes sao extremamente dependentes de sua estrutura e forma protolitica, podendo
apresentar quatro formas diferentes como: cationica (F'Hy ), neutra (F Hs), monoanidnica
(FH™), e dianioénica (F?~), dependendo do solvente utilizado e do pH. Na figura 3.e temos
o corante Sirius Red (SR), o qual sera utilizado como corante controle por apresentar

absor¢ao na mesma regiao e nao ter fotoatividade aparente.
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(a) Eosina Y

HO O
G __,,-“‘"
¢

(c) Fluoresceina (d) Rosa de Bengala

505 Na*t

O
@~-~Q~-~m

) Sirius Red

Figura 3 — Estrutura quimica dos corantes xanténicos e do corante Sirius Red.

Nesta classe de corantes xantenos citados anteriormente, o anel benzénico e o
anel xanténico sao ortogonais entre si [19]. Em consequéncia dessa ortogonalidade existe
uma pequena sobreposicao de orbitais moleculares entre os dois anéis, logo a ressonancia
eletronica nao é muito efetiva, o que acaba tornando cada um dos anéis independente
um do outro [20]. Desse modo, na absor¢ao de luz o elétron excitado ficaria confinado na
parte xanténica, de forma que todos os processos fotofisicos e fotoquimicos resultantes
devem-se a parte xanténica dos corantes [21]. A seguir faremos uma descrigao um pouco

mais detalhada de cada corante utilizado neste trabalho.

1.2.1 Fluoresceina

A Fluoresceina (FLUO) por conta de ter um coeficiente de absortividade molar
elevado e ter propriedades fluorescentes é utilizada em diversas areas da industria, da

medicina e da ciéncia |22, 23|. Quando estd com um pH levemente alcalino a FLUO
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esta presente em sua forma dianiénica com um rendimento quéantico de fluorescéncia
elevado [24].

Este tipo de corante destaca-se no uso como contraste na deteccao de doencas
oculares por meio do exame chamado angiografia, por conta da sua alta capacidade de

acumulacao no sistema vascular do olho [25].

1.2.2 Rosa de Bengala

A Rosa de Bengala (RB) é um haleto derivado da fluoresceina e tem sido utilizada
na oftalmologia como um corante para diagnéstico de varias doencas externas ao olho. Ela
é capaz de matar micro-organismos, como, virus, bactérias e protozoarios, além de induzir

efeitos fotodinamicos.

Em um ambiente aquoso que contenha nucleotideos, o mecanismo fotodindmico da
rosa de bengala sob uma irradiagao em 532nm é predominantemente do tipo 11, gerando

80% de oxigénio singleto e 20% éanion superoxido [26,27].

1.2.3 EosinaY

A Eosina Y (EOS) é um derivado halogenado do corante fluoresceina, conhecida por
ser uma poderosa sonda de moléculas biologicas e um agente fotossensibilizador eficiente
para producao de oxigénio singleto. Suas aplicagoes estao na deteccao de quantidades
sub-microgramas de uma ampla gama de proteinas [28,29|, no uso de células solares
sensibilizadas com corante [30-33|, inativagao fotodinamica de virus e células, e fototerapia
para cancer [34-36]. Possui propriedades fluorescentes altamente dependentes das variagoes
em seu ambiente [37-41], como a polaridade do solvente e a presenga de tensoativos
cationicos. Essa dependéncia fluorescente do ambiente torna este corante uma poderosa

sonda de moléculas biologicas.

A degradacgao por fotobranqueamento é uma das caracteristicas da EOS e outros
xantenos, especialmente em meios com presenca de oxigénio. Como a técnica de LT
utiliza uma excitacao laser com densidade de energia bem localizada, foi verificado que a
técnica pode ser utilizada no estudo do processo de fotodegragao destes compostos [42].
Por exemplo, pode-se obter informagoes quantitativas sobre a taxa de fotodegracao e a

eficiéncia quéantica de fluorescéncia.

1.2.4 Eritrosina B

A Eritrosina B (ERY) ¢ utilizada na coloragao de célula como contraste [43|, corante
de alimentos (por ter uma colora¢ao vermelha) [44,45], e também para corar o agente

etiologico das doengas orais comuns (placa dentéaria). Na area odontolégica a eritrosina é



Capitulo 1. Introdugdo 8

aplicada como evidenciador de biofilme dental para caracterizacao de cérie. Esse corante

tem vantagem sobre outros fotossensibilizadores por ter aprovagao para uso na boca.

Primeiramente a ERY foi sintetizado por Muhlhauser em 1886 a partir da halogena-
¢ao direta da FLUO em solugao diluida de acido acético com excesso de iodo [46]. Assim,
como a fluoresceina, por conta da similaridade estrutural, como observa-se na Figura 3, a
ERY também poderia ser usada na deteccao de doencas oculares. Por esse corante também
ser um bom gerador de EROs poderia casualmente exercer func¢ao fotodinadmica para
combater doengas. Em adicao, por ser um corante relativamente barato pode-se tornar o

tratamento mais acessivel.

1.3  Corante Sirius Red

O Sirius Red é um corante acido utilizado em histologia para a coloracao de fibras
de colagenos (tendo afinidade para fibras que sao coradas em vermelho) e em outros tecidos,
tais como musculos e ossos. Ele é um corante usado como controle para os outros, pois nao
apresenta fotoatividade e nem fluorescéncia. E especifico para o uso em fatias de tecido
para determinar o contetido de colageno e distribuir os tipos de colageno I e III em alguns
estudos. Moratta e colaboradores [47] relataram pela primeira vez o método colorimétrico
com o Sirius Red para a estimativa quantitativa do colageno. Zou e colaboradores [48|
relataram que quanto mais energia térmica for fornecida para a desnaturacao do colédgeno,
menor sera o valor de absorcao medido pelo corante. Este corante, por nao apresentar

nenhuma fotoatividade, sera utilizado como nossa amostra controle.

No capitulo seguinte iremos fazer uma breve descricao da técnica de LT e dos

modelos utilizados no estudo de fotorreacao.



2 Espectroscopia de Lente Térmica

As técnicas fototérmicas englobam um grupo de técnicas de alta sensibilidade
utilizadas para medida de propriedades térmicas e Opticas de diversos materiais. A base
dessas técnicas consiste na absorcao 6ptica seguida de um processo de relaxagao dos estados
excitados, o qual resulta em uma variagao da energia interna, gerando uma variagao de
temperatura. Dentre essas diversas técnicas destacam-se, a espectroscopia fotoactstica, e

especialmente a espectroscopia de lente térmica (ELT).

2.1 Aspectos Histéricos

Durante um experimento de espalhamento Raman em liquidos, em que uma cubeta
contendo diferentes solventes orgéanicos era inserida na cavidade de um laser de Hélio-
Néonio (He-Ne), conforme representada na Figura 4, Gordon e seus colaboradores [5]
observaram a divergéncia do feixe de laser e um decaimento no transiente de poténcia.
Utilizando esse efeito, que foi denominado efeito lente térmica, calcularam o coeficiente de

absorgao optica de solventes organicos puros [49].

E E

Shutter {obturadar) Cub
' ubeta
=>

beam sphintter(diviser de faixe)

F

Figura 4 — Representacao da configuracao experimental do considerado primeiro espectro-
metro de lente térmica. F sao fotodetectores, E sao espelhos, beam splitter é
um divisor de feixe e as iris utilizadas para selecionar o modo de propagacgao
do feixe TEMO0O0, (adaptado de J. P. Gordon e colaboradores [5]).

Contudo, esta montagem inicial apresentava limitagoes quanto ao alinhamento
da amostra, levando a dificuldade de reprodutibilidade dos resultados. Futuramente, foi
realizado medidas extracavidade por Rieckhoff [50], que observou o raio de um feixe
laser aumentar apos atravessar uma cubeta com solventes organicos, sendo mais uma vez
reforcado a caracteristica de lente deste efeito. A introdugao de uma lente focalizadora a
montagem extracavidade foi utilizada em 1973 por Hu e Whinnery [51], no qual mostraram
que ao se posicionar a amostra apos a posicao da cintura gerada no feixe pela adicao

da lente, a deteccao do efeito de lente térmica seria realizado com maior sensibilidade.



Capitulo 2. Espectroscopia de Lente Térmica 10

Outra modificagao que fizeram foi utilizar um pinhole em frente ao fotodetector, assim a
divergéncia do feixe poderia ser provada monitorando a intensidade na posicao central do

feixe, conforme a Figura 5.

Figura 5 — Esquema da configuracao extracavidade para a técnica de lente térmica utilizada
por Hu e Whinnery [51].

Em sequéncia, outros autores trabalharam no aperfeicoamento da técnica. Podemos
destacar entre eles os trabalhos de J. Shen e colaboradores em 1992 [52], no qual desenvol-
veram um modelo que consiste em utilizar dois feixes luminosos, cada um (feixe de prova,
e feixe de excitagao) possuindo um raio diferente na posigdo da amostra, sendo o laser de
prova com uma baixa poténcia e com maior didmetro na amostra. O laser de excitagao
mais intenso e focado para provocar a variacao na temperatura, e assim gerar o efeito.
Esse modo é conhecido como configuracao no modo descasado, nele os dois feixes possuem
diametros diferentes da amostra, sendo encontrada na cintura do feixe de excitacao, como
ilustra a Figura 6, e a uma distancia Z1=v/3Z. da cintura do feixe de prova, Z. ou Zy, ¢ 0

parametro ou distancia confocal do feixe de prova [52].

Dentre as configuragoes de lente térmica, a configuracao descasada é atualmente a
mais utilizada por conta de sua maior sensibilidade e flexibilidade, e por nao depender de
divisores de feixes. A Figura 7 representa um exemplo desta configuracao experimental de
lente térmica. Este novo modelo da técnica poderia ser utilizado para realizar medidas em

estado estacionario ou resolvido no tempo.
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Amostra

Lente Prova

Fotodetctor
> L

Figura 6 — Posi¢ao da amostra no modo descasado, wy, ¢ a cintura do feixe de prova, wo.
¢ a cintura do feixe de excitacao, Zy, ¢ o parametro ou distancia confocal do
feixe de prova, Z; é a distancia da cintura do feixe de prova até a amostra, Zs
¢ a distancia da amostra até o fotodetector e wy, é o raio do feixe de prova na
amostra.

Por meio desta técnica conseguimos monitorar a intensidade do feixe que passa
pela amostra utilizando um fotodiodo. Quando incidido o feixe de excitagao na amostra,
comecamos a medir a variacao dessa intensidade em funcao do tempo, obtendo assim

dados que nos fornecem informagoes quantitativas sobre algumas propriedades da amostra.

2.2 Formacdo da Lente Térmica

A Lente Térmica (LT) é formada quando um laser com perfil de intensidade
gaussiano (laser de excita¢ao) induz uma variagao local da temperatura. Esse aquecimento
induz um gradiente no indice de refracao, podendo também gerar stress e deformagao no
caso de amostras solidas. O segundo feixe (laser de prova), também de perfil gaussiano, e
centralizado com o laser de excitagao na regiao aquecida, ira provar o efeito. Em geral o
laser de prova é escolhido com um comprimento de onda que nao gere efeito adicional na
amostra. O gradiente de variagao do caminho 6ptico induzido gera o efeito similar a de
uma lente, o qual fara o feixe de prova divergir ou convergir, dependendo da amostra a ser

estudada.
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Figura 7 — Representagao grafica da montagem experimental da técnica de lente térmica
no modo descasado e colinear (adaptado V. G. Camargo, 2015).

A convergéncia do feixe esté relacionada ao coeficiente de variagdo do caminho

optico com a temperatura ds/dT. Quando ds/dT for positivo a lente formada é convergente,

e quando negativo a lente formada é divergente. Pela analise da intensidade da radiagao

que chega ao detector é possivel obter propriedades térmo-6pticas do material, como

a difusividade térmica, condutividade térmica, eficiéncia quantica de fluorescéncia, o

coeficiente de variagao do caminho optico (ds/dT), entre outros. A Figura 8 representa o

caso tedrico do sinal de L'T para os casos de lentes convergentes e divergentes.

a)

B (ds/dT) <0
=
P
=
E
Tempo (ms) >

b)

/

Sinal de LT (volts)

(ds/dT) =0

e
Tempo (ms) -

Figura 8 — Sinal de Lente Térmica: (a) se ds/dT for negativo (lente divergente); (b) se
ds/dT for positivo (lente convergente (adaptado A. M. Freitas, 2010).

No caso de liquidos e gases, estes sao estudados em recipientes que nao absorvem a

radiagao incidente, podendo ser considerado que ds/dT = dn/dT. O fluxo de calor gerado

na regiao iluminada pelo laser resulta em um gradiente térmico que é proporcional a
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distribuicao de intensidade do laser na amostra. O coeficiente térmico do indice de refracao
(dn/dT) varia para os diferentes tipos de materiais, sendo em geral negativo para gases e

liquidos, e positivo para solidos [2].

2.2.1 Variacdo do caminho éptico e a diferenca de fase do feixe de prova

A mudanca do caminho 6ptico esté relacionado a dois fatores: ao indice de refracao
e a espessura da amostra. Considerando um feixe com simetria axial propagando na dire¢ao

z, podemos definir o caminho 6ptico, S(r,t), como sendo

L+ (r,L,t)
S(r,t) :/ n(r,z,t)dz, (2.1)

uz (r,0,t)
sendo, nessa expressao, n(r, z,t) o indice de refragdo do material que sofre os efeitos
induzidos pelo laser de excitacao, L sendo a espessura da amostra antes de ser perturbada,
e u, € a componente do vetor deslocamento induzido pelos efeitos termoelastico da amostra,

no caso de liquidos confinado em uma espessura fixa u, = 0.

A variacao do caminho 6ptico causa uma distor¢cao, mesmo que pouca, das frentes
de onda do feixe. Assim, essa distor¢ao pode ser considerada como uma diferenca de fase

dada por

B(r,t) = i—:[S(r, £ — S(0,4)], (2.2)

na qual, A, ¢ o comprimento de onda do feixe de prova.
Como mostrado na Figura 6, na LT monitoramos a intensidade do centro de um

feixe de prova de perfil gaussiano. A amplitude do campo elétrico do centro do feixe, na

posicao do fotodetector, é dada pela relagao

U(Zl + ZQ, t) == Cl / 6_(1_V)g_i¢.(g’t)dg (23)
0
com g = (r/wy,)?,
Cy = Blimw?, /(A Za2)e > Zay /Ay, (2.4)
e
o Zl Zc

v (2.5)

14 (4 :
Z.

wyp € o raio do feixe de prova na amostra, Z; ¢ a distancia da cintura do feixe de prova

Z. " 7

até a amostra, Z. é a distancia confocal do feixe de prova e Z5 é a distancia da amostra

até o fotodetector, como representado na Figura 6.

A intensidade central do feixe de prova na posicao do fotodetector é descrita pela

relacao,
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2

](t):/ e~ HV)go=i®t) gg (2.6)
0

Para amostras liquidas, as quais ha uma mudanca na solugao causada pelo laser de
excitagao, pode-se ter contribui¢oes da variagao do indice de refracao devido & variacao na
concentracao das substancias da amostra. Assim, podemos escrever essa variacao de fase

na amostra como,

o [ [d d
O(r,t) = /\—W/O [%T(r, t) + %C’T(r, t)| dz, (2.7)
P r

na qual, T'(r,t) equivale-se ao gradiente de temperatura, e C,.(r,t) ao gradiente de concen-
tracao induzido pelo feixe de excitagao, dn/dT é o coeficiente térmico do indice de refragao,
e dn/dC, é o coeficiente de concentragao do indice de refragao para o comprimento de

onda do feixe de prova A,.

Em muitos casos, o termo dn/dC, é pequeno comparado com a contribuigao
térmica, de modo que é possivel desprezar o ultimo termo na expressao da fase [53]. A
foto-modificagao na amostra quando altera o coeficiente de absor¢ao 6ptica, mesmo que
que dn/dC, seja desprezivel, induz efeito caracteristico no sinal de LT visto que a taxa de

geracao de calor fica dependente do tempo.

Os efeitos relacionados & contribuic¢ao da lente de concentragao envolve a difusao de
massa, a qual tem um tempo caracteristico maior que o térmico. Desta forma, uma maneira
de detectar a contribuicao desse efeito no sinal de LT é monitorar o transiente durante e

depois do laser de excitagao incidir na amostra, denominado de transiente On-Off [9].

Na Figura 9 observamos transientes caracteristicos de LT, na Figura 9.a temos
um transiente onde somente o efeito térmico contribui para o transiente. Pode-se notar
que o processo de geragao e o processo de relaxacao, do efeito térmico, apds o laser ser
desligado (laser-Off) sao similares. Na Figura 9.b é possivel observar o sinal quando héa
presenga de fotodegradacao da amostra, notando uma diminui¢ao na amplitude de sinal
durante o periodo de excitacao, o qual é explicado pela diminuicao da absorgao 6ptica
devido ao efeito de fotorreacao, porém o processo de relaxacao é puramente térmico. Na
Figura 9.c nota-se que no periodo que o laser é desligado h& um processo de relaxacao que
nao é puramente térmico, sendo que o sinal de LT ultrapassa o valor inicial, este tipo de
sinal é caracteristico quando ha uma contribui¢ao do segundo termo da Eq. (2.7), dn/dC,
conhecido como lente de concentracao, no qual o processo de relaxagao e formagao depende

da difusao de massa relativo as espécies modificadas pelo processo de fotorreacao.
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Figura 9 — Transientes caracteristicos de LT: a) somente contribui¢ao térmica; b) com o
efeito de fotodegradagao afetando a absorgao optica e ¢) contribuicao de lente
térmica e de lente de concentragao.

Para descricao desses efeitos que observamos na Figura 9 é preciso descrever o
perfil de temperatura e de concentracao induzidos pela interacao do feixe de excitacao na
amostra, que sao descritos pela equacao de difusao térmica e de massa. A seguir vamos
obter a expressao da fase para o caso onde temos foto-modificacao na amosta, de forma a
termos uma variacao no coeficiente de absorcao 6ptica, no entanto vamos considerar que a
contribuicao da lente de concentracao é dispersivel. Os dados experimentais destes corantes
sao consistentes com essa aproximacao, visto que os transientes “on-off” sao similares ao
da Figura 9.b.

2.2.2 Perfil de Temperatura

A equagao de difusao de calor é de grande importancia nos estudos da lente térmica
pois nos fornece o perfil de temperatura da amostra gerado por meio do laser de excitagao.
O conhecimento do perfil de temperatura se faz necesséario para obter o perfil do indice de

refracao da amostra dependente do tempo, e a correspondente variacao do caminho 6ptico.

Devido a simetria axial, e considerando amostras de baixa absor¢ao 6ptica, o perfil
de temperatura em coordenadas cilindricas fica somente dependente da coordenada radial,

descrito pela equacgao de difusao
oT (r,t)

ot

com Qo = 2P/ (mu,pey).

— DV?T(r,t) = QoB(t)exp(—21* /wi,), (2.8)
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Sendo P, a poténcia do laser de excitagao, () o coeficiente de absorgao optica
da amostra, wg. o raio do feixe laser de excitacao, e ¢ a eficiéncia de geracao de calor,
ou seja, a fracdo de energia absorvida que gera calor na amostra. E com, D = kr/pc,
sendo a difusividade térmica, com p, ¢, e kpr sendo a densidade, o calor especifico, e a

condutividade térmica da amostra, respectivamente.

Para se resolver a equacao de difusao é necessario levar em conta algumas condicoes
de contorno. Assumindo que o fluxo de calor entre o meio e a amostra é nulo e considerando

que a amostra é semi-infinita (tem o raio maior do que o raio dos feixes laser), ou seja,

Ol (r, z,t) B
T|z:0 =0, (2.9)
T(00,t) = 0. (2.10)

Além disso, pode-se considerar que no tempo t = 0 a temperatura na amostra é

uniforme, ou seja,

T(r,0) = 0. (2.11)

Repare que a condic¢ao de T'(co,0) = 0 é um limitante e deve ser respeitada durante
a medida experimental, ou seja, o tempo da medida deve ser pequeno o suficiente para

que o calor gerado nao chegue nas bordas da amostra.

No caso de nao houver fotorreagao, ou seja 5(t) = fy, a solugao analitica da equagao
diferencial pode ser facilmente obtida através das transformadas de Laplace, Fourier e
Hankel. Com o auxilio do software Mathematica, ao se aplicar as transformadas e suas

respectivas transformadas inversas, obtemos

727‘2/11)26
Le 1+2T/t(i dT, (212)
1+ 27/t,

T(r, 1) :Qo/ot

sendo t, = w3, /4D.

2.2.3 Considerando o Efeito de Fotorreacdo

Para descrever a modificacao na concentracao induzida pela excitagao laser, vamos
assumir uma reagao de primeira ordem [9], na qual o processo de fotorreagao é descrito

como

Cr(0) + hv — Cr(t) + C,(t), (2.13)
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com vinculo que a soma da concentragao do reagente, C'r(t), e a concentra¢ao do produto
gerado, C,(t), é constante no tempo, ou seja, Cr(t) + C,(t) = Cy. Por conta da localidade
da reacao e ao perfil gaussiano do laser, a equagao de difusao que descreve a variagao na

concentracao na regiao excitada pelo feixe laser, é dada por

aCR(T, t)
ot

no qual, temos que D,, é o coeficiente de difusao de massa, k, é a taxa de fotodegradacao

— D, V?Cg(r,t) = keexp(—2r° Jwy,)Cr(r, 1), (2.14)

que descreve a capacidade da espécie absorver a luz em um determinado comprimento de
onda e induzir a fotomodificacao da substancia, h a constante de Planck, e v a frequéncia

6ptica do feixe de excitagao.

O coeficiente de absor¢ao 6ptica, no caso em que ocorre fotomodificagao na regiao

iluminada pode ser escrito como

Br,t) = Bol(1 — €)Cr(r,t) + €, (2.15)
em que [y = [(r,0) é o coeficiente de absorgao 6ptica do reagente, e € = ¢,/eg ¢ a razao
entre a absorvidade molar do produto (¢,) e do reagente (eg) [9]. A equagao 2.14 nao
tem solucao analitica. Uma analise utilizando a solu¢ao numérica pode ser encontrada
na referéncia [9]. Para obtermos a solugao analitica da equagao utilizamos a proposta
de Pedreira [6] de assumir a média espacial na equacdo da variagdo da concentragao
Cr(t) = (Cg(r,t)), de forma que a equagao que descreve a variagdo na concentracao se

reduz

dCR(t)
dt
sendo kg a taxa média de fotodegradacao e o movimento causado pela difusao molecular.

— krCr(t), (2.16)

A equacao acima tem como solugao,

OR<t> = Ooe_th. (217)

Desta forma, podemos escrever o coeficiente de absorcao 6ptica como

B(t) = BO)[(1 — e)e™™ " +¢] (2.18)

Com isso, é possivel substituir na equacao de difusao de calor, obtendo como

resultado:

272 /4/.12 272 /w2

ket t k 67 1427 [tc d t 67 1427 [tc d
T(r,t) = 1 — ¢)er gL — 2.19
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Podemos observar, que no caso de nao haver fotorreacao , k7 = 0, ou no caso que
a absorc¢ao molar do produto e do reagente sao iguais, € = 1, a expressao acima para a
temperatura se reduz a expressao no qual § é uma constante, o que equivale quando nao

ha fotorreagao na amostra.

Dessa forma, podemos reescrever a expressao da contribui¢ao térmica para fase
induzida na frente de onda, usando a expressao aproximada da temperatura dada pela

equagao 2.19, assim temos

2mg 2mg

0 t e 1+27/tc t e T1+2r/te

@(g,t) = % (1 — E)G_k‘Rt/ e_kRdeT + 6/ de s (220)
c 0 c 0 c

na qual m = (wy,/wee)?, g = (r/wy,)?, sendo wy, o raio do feixe de prova na posi¢ao da
amostra, e 07, a constante relacionada com a amplitude do efeito de lente térmica, temos

entao que o coeficiente de conversao térmica é dada por

PBoLé dn
ke, dT

que determina a amplitude da variacao da fase devido ao aquecimento da regiao.

Op; = — (2.21)
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As amostras dos corantes xanténicos (Eritrosina B, Eosina Y e Rosa de Bengala) e

do Sirius Red foram inicialmente preparadas com uma concentracao de 25uM em Agua
Milli-Q. Essa solugao estoque foi depois diluida até uma concentragao de 1,5uM, para
realizacdo das medidas de LT. A Tabela 2 mostra a quantidade em gramas(g) utilizada

de cada corante para se obter a concentracao desejada de 25uM, e também sua massa

molar(g/mol).
Corante Xanténico | Massa Molar (g/mol) | Massa (g)
Eritrosina(ERY) 879,86 0,001
Eosina(EOS) 647,89 0,001
Rosa de Bengala(RB) 973,67 0,0009
Sirius Red(SR) 1373,07 0,0044

Tabela 2 — Quantidade de corante usada para preparacao das amostras e sua correspon-
dente massa molar.

A preparacao das amostras dos corantes foi realizada a partir da diluicao de cada
corante em 10mL de Agua Milli-Q, e calculado a partir dos dados existentes do volume

final, concentracao inicial e concentracao final, o volume inicial utilizando-se da equagao,

iV = Cf - Uy (3.1)

Dessa forma, conseguimos calcular a quantidade total de agua Milli-Q que precisaria ser
adicionado juntamente com o volume inicial do corante diluido (ja em agua Milli-Q)) para
chegarmos na nossa concentracao desejada (25uM). As quantidades usadas para cada
corante em preparo estao descritos na Tabela 3, sendo o volume final e a concentragao
final a mesma para todas as amostras. As amostras foram colocadas em frascos de vidros

escuros limpos com tampa, com um volume de 30mL.

Corante Xanténico | Concentracao Inicial (44/) | Volume Inicial (L) | Agua Milli-Q (uL)
Eritrosina(ERY) 113,65 6598,0 23401,0
Eosina(EOS) 154,35 4859,0 25140,0
Rosa de Bengala(RB) 92,43 8113,0 21886,0
Sirius Red(SR) 320,45 2340,0 27659,0

Tabela 3 — Valores das concentragoes, volumes e dgua utilizadas na preparacao dos corantes.

3.1 Configuracdo da Espectroscopia de Lente Térmica

A montagem experimental foi realizada na configuragao de feixe duplo no modo

descasado e colinear (7 = 0) como ilustrado na Figura 10. Os lasers de prova e excitagao
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foram utilizados com emissdo no regime continuo com perfil gaussiano (T'EMy). Para a
excitagao das amostras foi usado um laser de fons de Argénio com emissao em \ = 514nm,
e para a prova do efeito de lente térmica foi utilizado um laser de Hélio-Neonio (He-Ne)

com emissao em A = 632, 8nm.

Analisando os elementos presentes na montagem vemos, um “Shutter” que é o nosso
obturador que controla o tempo de exposicao do laser de excitacao sobre a amostra, 4
lentes que servem para guiar o feixe até a amostra, com a L1 sendo posicionada afim de
que o raio do feixe de excitagao fosse minimizado na posicao do “shutter”, fazendo com que
o feixe seja interrompido o mais rapido possivel. Uma segunda lente L2 foi colocada de
forma que o feixe fique colimado ao atravessé-la, ja a L3 foi utilizada para que se obtivesse
o menor raio do feixe de excitagao. Por outro lado, a 1.4 foi posicionada para focalizar o

laser de prova fazendo com que atingisse a amostra colinearmente ao feixe de excitacao.

Para conseguirmos uma montagem colinear utilizamos um espelho dicréico (ED)
(representado na figura pelo espelho cinza antes e depois da L3) que reflete o feixe de
excitagao para a regiao da amostra e um outro espelho dicrbico para refleti-lo para o
detector 1 (conectado ao osciloscopio), utilizado como um ‘“¢rigger”, o qual tem como
funcao acionar a captura de dados assim que o feixe de excita¢ao incidisse na amostra.
Outros espelhos foram utilizados para guiar a propagacao do feixe de prova até o detector
2 (que também estéa conectado ao osciloscopio para fazer a captura dos dados) com uma

distancia de pelo menos 4m.

Os transientes de LT sao coletados do detector 2 por meio de um osciloscopio digital
(conectado ao fotodetector do feixe de prova). As amostras liquidas sao colocadas em uma
cubeta de quartzo, de L = 10mm, com tampa e posicionadas em um porta amostra. A
Figura 10 representa a montagem experimental (real) na qual foram realizadas as medidas

dos corantes para este trabalho.
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Figura 10 — Montagem experimental de lente térmica no modo colinear utilizada neste
trabalho.

Para conseguirmos uma montagem de LT com uma melhor precisao dos resultados,
primeiramente precisamos fazer um alinhamento dos feixes (excita¢ao e prova), o qual
pode ser feito com um solvente que conhecemos e sabemos que nao apresenta nenhum
efeito indesejado que nao seja a lente térmica. Como amostras fotossensiveis apresentam
transientes que variam a amplitude ao longo do tempo de exposicao ao feixe de excitagao,
a montagem no modo colinear torna-se a mais efetiva para tratar amostras com essas

propriedades, logo o processo de alinhamento é importante para minimizar erros.

O processo de alinhamento dos feixes é iniciado com o laser de prova por meio do
movimento dos espelhos posicionados ap6s o porta amostra, buscando uma maximizacao do
sinal inicial de LT no osciloscopio. Em seguida é feito o alinhamento do laser de excitagao
através do ajuste da lente posicionada antes do porta amostra, para que se obtenha a
maxima variacao do sinal de LT monitorado, que é obtido quando os dois feixes estao

colineares na posi¢ao da amostra.

Foram coletados transientes da concentragao mais baixa obtida de 1,5625uM
através da diluicao da concentracao estoque citada no inicio do capitulo. Para cada corante
foram realizadas medidas utilizando-se quatro poténcias distintas do laser de excitacgao,
porém sem que ultrapassasse 25% da variagao do sinal de LT, para evitar efeitos indesejados,

como convecgao. Para cada um dos corantes as medidas foram feitas em duplicata.

3.1.1 Pardmetros da montagem de LT

Vimos que para uma montagem de LT o processo de alinhamento dos feixes é

importante, porém também é essencial conseguir parametros para que ao fazermos o ajuste
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dos dados obtidos cheguemos a bons resultados. Para isso, utilizamos um “Beam Profiler’
para obter os perfis dos feixes de laser tanto do de prova quanto de excitacao, sendo feito
em funcaoao longo da direcao de propagacgao do feixe, obtendo-se assim o raio do feixe

gaussiano [53].

Podemos fazer o ajuste desses dados obtidos, para obtermos os parametros do perfil
do laser, e analisarmos o comportamento do nosso feixe mostrado na Figura 11, através da

equacao,

(z — 2z0)A

2
Twg

w(z) = womoeoy /1 + (3.2)
Na equacao acima mgg representa um fator que descreve o carater gaussiano do
00
laser (para um feixe perfeitamente gaussiano mg ¢ igual a 1), 25 € wy sao a posicao da
00 , 20 0

cintura do feixe e o seu correspondente raio, e A é o comprimento de onda do feixe.
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Figura 11 — Gréfico dos perfis do laser de prova (vermelho) e do feixe de excitagao (verde).

Conseguimos obter outros parametros como a distancia da cintura do feixe de prova
até a amostra (Zy,), também o parametro V' descrito pela equagao (2.5) e o foco dos feixes

sendo o parametro m.
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Na Tabela 4 estao descritos os parametros dos feixes da montagem.

Parametro | Valor Medido
m 38,1
\% 6,88
wip(Hm) 357,5
woe (4m) 57,9
Z1p(em) 9,0

Tabela 4 — Parametros utilizados na configuracao da Espectroscopia de Lente Térmica.
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4 Resultados e Discussio

Os resultados dos transientes da LT dos corantes xanténicos: Eritrosina B (ERY),
Eosina Y (EOS), Rosa de Bengala (RB) e do corante Sirius Red (SR) diluidos em agua
ultrapura (Agua Milli-Q) serdo abordados a seguir, juntamente com a discussio a respeito

dos possiveis mecanismos ligados a fotodegradacao.

Como dito anteriormente, a técnica de lente térmica trata dos efeitos induzidos
através da absor¢ao da luz com o material, a qual permite investigar suas propriedades
térmicas e oOpticas. Devido a alta sensibilidade da técnica LT conseguimos tratar de

amostras liquidas com concentragoes micromolares e sub-micromolares.

Neste trabalho utilizamos a técnica para o estudo dos corantes xantanicos, que
sao fotossensibilizadores utilizados em terapia fotodinamica. Esses corantes apresentam
fotorreacao, efeito que sera quantificado pela analise do sinal de LT, visto que o mesmo é
sensivel & variacao do indice de refracao ou ao coeficiente de absor¢ao 6ptica da amostra.
Como o efeito no transiente relacionado com a variagao do indice de refragao com a
concentracao depende do tempo caracteristico de difusao de massa, este efeito ocorre em
um tempo caracteristico diferente do térmico. Como mencionado anteriormente, podemos
discriminar esse efeito observando o comportamento de relaxacao do sinal apés o laser
de excitagao ser desligado. Durante o tempo que o laser esta ligado, o efeito de lente
de concentracao e da diminuicao da taxa de aquecimento devido a fotodegradagao pode
apresentar um comportamento muito similar. Porém, na auséncia de lente de concentragao
o processo de relaxagao é puramente térmico, descrevendo um comportamento bem

determinado no transiente.

A Figura 12 mostra os transientes de LT normalizados obtidos para os quatro
corantes diluidos em Agua Milli-Q na concentracao de 1,5625uM, para quatro poténcias

diferentes do feixe de excitac¢do (sendo variaveis de acordo com cada corante).



Capitulo 4. Resultados e Discussdo 25

1,004 . e
1004 1 1 i - )
M
§ _‘% 0,95 g g
o954 . g i
g g 0904 i 4
o o
Z 0,90 1 z
) 80854 .
© ©
he] b
17 [7}
§ 0857 1 § 080 4
c c m P=15mW|
- m P =60mW - _
0,80 P 0781 : E - gg:w )
X - - m - =
P = 150mW, P = 30mW|
T T T T T 0170 T T T T T
0,0 05 1,0 15 2,0 2t 00 05 1,0 15 2,0 25
Tempo (s) Tempo (s)
(a) Eritrosina em Agua Milli-Q. (b) Eosina em Agua Milli-Q.
1,004 _ T 1 1,004 # .
] JIREVORPESI O ST
0,98 4 s . 095 i
© o © 1
% 0.6 - 1 K
8 S 0,90 g
© [\
€ 0,94 1 . £
S 20,85+ k
© 0,92 4 >
3 30804 g
3 0,90 . °
g S 075
2 P = 20mW| 20,75 1
E 088 . o aom £ " P=20mW
P = 40mW,| ® P =30mwW,
0,86 P=50mW| - 0,70+ A P=40mW 4
P =50mW,
0v84 T T T T T 0165 T T T T T
0,0 05 1,0 1,5 2,0 2t 0,0 05 1,0 1,5 2,0 25
Tempo (s) Tempo (s)
(¢) Rosa de Bengala em Agua Milli-Q. (d) Sirius Red em Agua Milli-Q.

Figura 12 — Gréaficos dos transientes de LT para diferentes valores de poténcia do laser de
excitacao.

Fazendo uma analise visual dos gréaficos podemos observar que, dos quatro corantes
estudados, trés deles, Eritrosina (ERY); Eosina (EOS); Rosa de Bengala (RB), apresentam
um efeito adicional do que apenas um sinal puramente térmico, possuindo também
uma fotorreagao (que esta relacionada com a fotodegradagao dos corantes), sendo mais
evidenciado conforme fomos aumentando a poténcia do feixe de excitacao. Para o corante
Sirius Red (SR) observamos que nao ha um efeito adicional, independente da poténcia
utilizada ele mantém um sinal caracteristico puramente térmico. Pelo comportamento do
sinal apos o laser de excitacao ser desligado podemos afirmar que nao temos efeitos de
lente de concentragao significativo. Desta forma a variacao observada no transiente, em
que temos uma diminui¢ao da amplitude apos a fase inicial da formacao de lente térmica, é

bem caracteristica de uma diminuicao do calor gerado devido a fotodegradacao da amostra.

No processo de fotoativacao, a absorcao da luz laser excita as moléculas do estado

fundamental para a primeira banda do estado singleto excitado. A relaxagao para o
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estado fundamental pode ocorrer por processos radiativos ou nao radiativos. No processo
radiativo a molécula volta ao estado fundamental pela emissao de fotons (fluorescéncia e
fosforescéncia). O processo nao radiativo pode ocorrer pela geragao de calor ou transferéncia
de energia para outra molécula. Na presenca de oxigénio molecular na solucgao, este tltimo
processo pode induzir a geracao de espécies reativas de oxigénio, como por exemplo o

oxigénio singleto [42].

Note que os trés corantes citados no pardgrafo acima, que apresentam fotodegrada-
¢ao, possuem comportamentos diferentes em relacao a este efeito. A fotodegradacao das
amostras ocorre por meio de varios processos, entre eles a interacao do corante-corante no
estado excitado, interacao do corante com outras espécies reativas formadas no processo,
como por exemplo o oxigénio singleto. Estas interacoes podem induzir quebras da estrutura
quimica, levando & degradacao permanente do corante [54]. Por outro lado, esses processos
dependem de uma interacao de contato, de forma que o coeficiente de difusao dessas
moléculas no solvente utilizado, o tempo de vida no estado tripleto, além da fracao de

oxigénio singleto gerado podem afetar o resultado final.

Cada um dos corantes observados na Figura 12, por mais que possuam um mesmo
efeito, com excecao do SR, o comportamento deles é visto de uma forma diferente. Para
a Eosina observamos uma variagao mais suave no transiente apos a queda inicial devido
ao efeito térmico. Essa variagao mais suave pode estar relacionada a contribuicao da
taxa de reposicao via difusao de massa para a regiao fotoativada. Como as moléculas
estruturalmente sao distintas, o coeficiente de difusao pode variar. A massa molar da EOS é
menor que os outros xantenos, de forma que a reposi¢ao de moléculas na regiao fotoativada
via difusao é mais efetiva, levando um tempo maior para atingir o estado estacionario.
No caso da RB, o sinal tem uma tendéncia de atingir o estado estacionario mais rapido.
Novamente isso pode estar relacionado a taxa de reposicao via difusao de massa. Como
a massa molar da RB é maior que as outras, a taxa de reposigao aparentemente é mais
lenta, fazendo com que o regime estacionario entre a taxa de fotodegradacao e a taxa de

reposicao seja atingido mais rapido.

A amplitude do sinal térmico, que esta associado a razao 0rp/P., depende do
coeficiente de absorcao de cada molécula no comprimento de onda de excitagao, que neste
caso foi de 514nm. Nesse sentido, conforme observado na Figura 13, o maior valor de
B nesse comprimento de onda é para a EOS, seguido da RB e ERY. Devido a isso, foi

utilizado poténcias diferentes na geragao de sinal de cada amostra.
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Figura 13 — Grafico das absorbancias dos corantes xantenos, na concentragao de 1, 56254 M.

Além do interesse na caraterizacao da regiao de absorcao das amostras preparadas,
os espectros de absorbancia ajudam na interpretacao dos dados de lente térmica. Pode-
mos obter o coeficiente de absorgao optica () para o comprimento de onda desejado
monitorando como a absor¢ao muda em funcao da concentracao. Os resultados desse

monitoramento em funcao da concentragao para A = 514nm sao apresentas na Figura 14.
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Figura 14 — Espectros de absorcao dos corantes estudados em quatro concentracoes dife-
rentes.

Podemos observar que a distribuicao espectral permanece centralizada ao redor
de um mesmo comprimento de onda independente do valor da concentragao, variando
apenas a amplitude de sinal da absorbancia de acordo com o aumento da concentracao.
Monitorando o valor medido da absorbancia em fungao da concentragao, no comprimento
de onda de excitacao, foi possivel adquirir valores para que se obté-se o gréafico representado
pela Figura 15, apresentando o “fitting linear” da absorbancia em fungao da concentragao

para cada um dos corantes.
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Figura 15 — Absorbancia em fun¢ao da concentragao para os corantes xantenos e para o
corante Sirius Red estudados em \ = 514nm.

No processo de ajuste dos transientes, como as concentragoes sao baixas, vamos
assumir que as propriedades térmicas e 6pticas, como difusividade térmica, condutividade
térmica e dn/dT, sejam proximas as propriedade do solvente utilizado, sendo que somente
a absorcao Optica e as propriedades relativas a fotodegradagao variem entre eles. Isso
foi confirmado pelo ajuste do transiente de LT para o corante SR. Como nesse caso
somente temos efeitos térmicos, obtivemos do ajuste o valor da difusividade térmica sendo

D =1.43 x 107"m?s™ !, que &, como esperado, o valor da difusividade térmica da agua.

Na Figura 16 estao representados os ajustes térmicos dos transientes obtidos para
os quatro corantes estudados. A partir deles conseguimos obter certos parametros térmicos
e fotofisicos das amostras, e também valores aproximados da taxa de fotodegradagao e do

coeficiente de conversao térmica (¢r), parametros esses que foram descritos no Capitulo 2.
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Figura 16 — Gréficos dos transientes de LT com o ajuste do modelo Shen-Pedreira. Nos
transientes apresentados as linhas solidas vermelhas representam o ajuste dos
dados experimentais.

Como esperado no transiente do corante SR o comportamento é puramente térmico,
sem apresentar fotodegradacao, sendo igual ao transiente na auséncia do corante, ou seja,
igual ao transiente da &gua pura, como pode-se observar na Figura 17. Ja analisando
os ajustes dos xantenos, representados pela Figura 16.a, 16.b e 16.c, observamos uma

correspondéncia dos transientes normalizados com o ajuste tebrico de fotorreacao.
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Figura 17 — Gréfico do transiente da Agua Milli-Q.

Como dito anteriormente no Capitulo 1, entende-se que a reagao fotoquimica dos
fotossensibilizadores produz radicais parcialmente reduzidos, de modo que o favorecimento
de um ou outro mecanismo de fotodegradacao, depende das concentragoes relativas dos
fotossensibilizadores, do oxigénio, e possivelmente da presenga de inibidores em solucao [9],
de forma que o modelo tedrico de reacao de primeira ordem nao seja efetivo para uma
descricao completa do processo de fotodegradagao. Por outro lado, se incorporamos os
Varios processos, isso levaria a um modelo com vérios parametros, o qual geralmente leva
a uma instabilidade no ajuste, especialmente quando esses processos acontecem em escalas
de tempo proximos. Desta forma, a anélise dos transientes de LT fornecem uma informagao

mais qualitativa do que quantitativa do processo de fotodegradacao.

O modelo descrito no Capitulo 2, Eq. (2.20), temos quatro parametros para serem
ajustados, kg, €, 07, e t.. O parametro t. é relacionado com a difusividade térmica por
D = w3, /4t.. Para o ajuste dos transientes dos xantenos, mantemos o parametro ¢, fixo,
obtido do ajuste do transiente do SR. A partir dos valores de 07 obtidos para cada um
dos xantenos, e do valor de 3y obtidos a partir dos espectros de absorc¢ao, conseguimos
determinar o valor do coeficiente de conversao térmica (¢r) utilizando a equagao 2.21,

onde L é o caminho 6ptico da cubeta e A\, o comprimento de onda do laser de prova que



Capitulo 4. Resultados e Discussao 32

sao parametros conhecidos do montagem experimental. A condutividade térmica k7 e o
coeficiente dn/dT foram assumidos como sendo os valores para o solvente utilizado nas

medidas (Agua Milli-Q).

Alternativamente, considerando que a absorbancia é proporcional ao coeficiente de
absorcao 6ptico, e considerando que a fluorescéncia do SR é desprezivel, isto é, ¢sg ~ 1,

podemos escrever

¢X _ (9/P>Xanteno ASR
anteno (9/P>SR AXanteno

(4.1)

A partir desta relagao, utilizando a razao das absorbéncias obtida na Figura 13, e
os valores de 6/P dos ajustes, podemos determinar a eficiéncia de geragao de calor em

cada xanteno, como mostrado na Tabela 5.

A partir dos parametros kg e €, o valor do coeficiente de absorcao relativo (em

percentual) para o tempo total do transiente (t=1s),

Bi(t) = %

a qual de uma maneira qualitativa representa a fotodegradacao observada em cada uma

x 100, (4.2)

das amostras. Os valores para 07, /P, Af e ¢r estao apresentados na Tabela 5.

Corante Xantenos | 07 /P (W=1)x107% | B8.(1) (%) | dxanteno
Eritrosina 1,4 +0,2 33 £1 0,25 40,04
Eosina 7,2 £0,9 42 +1 0,24 +0,03
Rosa de Bengala 2,340,1 38 £1 0,28 0,01
Sirius Red 5,1+0,1 1,0 1,0

Tabela 5 — Parametros obtidos dos corantes xantenos estudados. A incerteza esta rela-
cionada & variacao obtida em duas medidas independentes feitas para cada
amostra.
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5 Conclusiao

O uso da técnica de Lente Térmica se mostrou 1til para o estudo e caracterizagao
da fotodegradagao dos corantes xantenos. Uma vantagem da técnica de LT é a sua alta
sensibilidade, permitindo que analisemos amostras em concentragoes micromolares e apenas
uma regiao muito pequena ¢ iluminada durante a obtencao do transiente de LT, logo a
amostra é praticamente nao danificada. Essa técnica permite a determinacao de parametros
importantes no estudo da caracterizacao dos fotossensibilizadores utilizados na TFD. A
taxa de fotodegradacao, por exemplo, é um fator importante pois entra como um parametro
decisivo na definicao da dosimetria utilizada. A taxa de geracao de calor é um outro fator de
interesse, pois pode ser relacionado com a capacidade de geracao de oxigénio singleto, além
de ser importante no casos de fotossensibilizadores nos quais além da terapia fotodinamica,
se associa a terapia fototérmica, a qual consiste da inativagao de moléculas biologicas
pelo aumento localizado da temperatura do meio. Como observado nos resultados, a EOS
apresenta o menor fator de fotodegradacao entre os xantenos. A amostra com maior fator

de conversao de calor foi a Rosa de Bengala (RB) com ¢xanteno = 0, 28.

De uma forma geral, o objetivo deste trabalho foi atingido no sentido de dar a estu-
dante uma formacao adicional, a qual nao é obtida regularmente no curso de bacharelado,

além de aproximar o estudante em linhas de pesquisas atualmente desenvolvidas no DFI.
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