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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos materiais funcionais hibridos fotoluminescentes
formados por nanocompaésitos constituidos por Protoporfirina 1X Sal Dissodico e Haloisita. Nos
quais as porfirinas, devido a interacdo entre os materiais, exibem diferentes estados de
agregacdo. A caracterizagdo fotofisicas das amostras foi obtida utilizando-se as seguintes
técnicas oOpticas: absorbancia UV-Vis e fotoluminescéncia no estado estacionario. Para
determinar os tipos de agregado e a influéncia da agregacdo ou da desagregacédo
macromolecular sobre as propriedades estruturais e fotofisicas destes materiais funcionais,
foram realizados estudos sisteméaticos em funcdo do pH das solugBes precursoras, sendo
analisadas amostras com pH2 e pH7. A analise dos espectros de absorbancia das solugdes de
protoporfirina, antes e depois da inclusdo das nanoparticulas de haloisita, mostrou a grande
capacidade da haloisita de adsorver as moléculas de protoporfirina. A partir dos graficos de
absorcdo, fotoluminescéncia e fotoluminescéncia de excitacdo, foi possivel analisar que o pH
da amostra influencia na agregacdo e desagregacdo das moléculas de protoporfirina IX Sal
Dissodico. Além disso, foi avaliado a possivel utilizacdo destes materiais em Terapia
Fotodindmica de Céancer.

Palavras-chave: Nanocompdsitos. Protoporfirina. pH.



ABSTRACT

In this work, photoluminescent hybrid functional materials formed by nanocomposites were
developed, using the porphyrin Protoporphyrin IX Disodium Salt and Halloysite. Such
porphyrins, due to the interaction between materials, exhibit different states of aggregation. The
photophysical characterization of the samples was acquired using the following optical
techniques: UV-Vis absorbance and steady-state photoluminescence. To determine the
aggregate types and the influence of macromolecular aggregation or disaggregation on the
structural and photophysical properties of these functional materials and systematic studies
were performed depending on the pH of the precursor solutions, and samples with pH2 and
pH7 were analyzed. The analysis of the absorbance spectra of protoporphyrin solutions, before
and after the inclusion of halloysite nanoparticles, showed the favorable capacity of halloysite
to adsorb protoporphyrin molecules. From the absorption, photoluminescence, and excitation
photoluminescence graphs, it was possible to analyze that the pH of the sample influences the
aggregation and disaggregation of protoporphyrin IX Disodium Salt molecules. Furthermore,
the likelyhood of these materials in Photodynamic Cancer Therapy was verified.

Keywords: Nanocomposites. Protoporphyrin. pH.
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1 INTRODUCAO
1.1 JUSTIFICATIVA
O estudo das propriedades fotofisicas de nanocompoésitos de porfirina/argila é

importante para compreender suas potenciais aplicacdes, como a fototerapia dinamica (FTD),
utilizada para o tratamento de cancer de pele.

A primeira aplicacdo de fotossensibilizadores para tratamento de céncer ocorreu em
1903, por Tappernier e Jessionek que usaram eosina oOptica de luz branca no tratamento de
tumores de pele, [1].

As porfirinas ja sdo usadas na terapia fotodinamica do cancér como
fotossensibilizadores (PS) na inativacdo fotodindmica do microrganismo. Sdo constituidas por
quatro anéis pirréis ligados por pontes metinicas e apresentam absorcdo caracteristica no
espectro visivel. Se destaca a banda de maior de intensidade (400 nm) conhecida como Banda
de Soret e outras de menor intensidade (500-650nm) bandas-Q. [2].

A fototerapia dindmica é um tratamento com a vantagem de ser mais eficiente e seletivo,
provocando diretamente a necrose do tumor sem afetar as regides vizinhas. Isso ocorre devido
a geracao de espécies reativas do oxigénio por meio da combinacdo de fotossensibilizadores e
luz, normalmente na faixa de 600nm a 800nm. [3].

O fotossensibilizador € introduzido no paciente, que se direciona preferencialmente para
células tumorais, os quais sd@o irradiados por um feixe de luz, sofrendo fotoativacdo. O
fotossensibilizador interage com oxigénio no interior das células, gerando agentes citotdxicos
que levam a necrose do tumor. Esse processo se inicia com a excitagéo eletronica do PS, por
meio de dois mecanismos (tipo | E I1). [4].

No tipo I: ha transferéncia de elétrons do PS no estado excitado (S1) para componentes
do sistema molécula ou tecido cancerigeno, gerando ions radicais 0s quais interagem com o
oxigénio molecular, dando origem a espécies reativas do oxigénio. [4].

No tipo I, ocorre transferéncia de elétrons do PS no estado excitado (S1) para o oxigénio
molecular em seu estado fundamental, gerando o oxigénio singleto (*O2), o qual é um agente
citotoxico. [4].

Existem vério fatores que podem determinar o tipo de mecanismo que ocorrerd, depende
do meio, do fotossensibilizador, do tempo de meia vida do oxigénio singleto e da estabilidade
dos radicais gerados. Os dois mecanismos podem ocorrer a0 mesmo tempo, mas ao se comparar
as constantes de velocidade de reacdo de transferéncias de elétrons e de energia, conclui-se que

0 mecanismo Il é mais eficiente. [4].
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo deste trabalho foi estudar como a agregacdo macromolecular e o pH afetam as
propriedades fotofisicas das porfirinas nestes sistemas.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a possivel utilizagdo desses materiais na terapia fotodindmica de cancer.

e  Compreender a influéncia do pH e da agregacdo macromolecular.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FOTOLUMINESCENCIA

A fotoluminescéncia (PL)é um fendmeno Optico, no qual um material € excitado por uma
fonte de luz, resultando na emisséo de luz de um comprimento de onda diferente do incidente.
Quando o material fotoluminescente absorve os fotons, seus elétrons sao excitados a um nivel
de energia mais alto, os quais tendem a voltar ao estado fundamental e liberam essa diferenca
de energia em forma de luz. E uma técnica utilizada na caracterizacdo de materiais, em estudos
de propriedades eletrénicas e dpticas. [5].

Os processos fotoluminescentes podem ser compreendidos por meio do diagrama de

Jablonski.

Figura 1- Diagrama de Jablonski.
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Fonte: [6]

O diagrama de Jablonski é composto por uma série de niveis eletrdnicos, que sdo
representados verticalmente, e setas horizontais, que indicam as transicoes eletronicas entre
esses niveis. O nivel mais baixo representa o estado fundamental da molécula, e os niveis

superiores representam os estados eletronicos excitados.
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Estes processos intramoleculares envolvem o acoplamento entre o estado vibracional da
cadeia e seu estado eletronico. Ao absorver um féton as moléculas podem passar do estado
singleto fundamental (So) para um estado vibracional mais elevado, (S1) do primeiro estado
singleto excitado ou (S2) do segundo estado singleto excitado. Os processos de relaxamento por
vibragdo ocorrem em um breve periodo de tempo e a molécula se encontra em um nivel superior
de Sy, 0 que faz com que a molécula retorne ao estado fundamental com a liberagdo de um foton

(fluorescéncia). [7]

2.2 FOTOLUMINESCENCIA DE EXCITACAO

A fotoluminescéncia de excitacdo (PLE), refere-se a fotoluminescéncia observada em um
comprimento de onda fixo, enquanto a amostra € excitada em diferentes valores de

comprimento de onda, que variam continuamente. [8]

2.2 NANOCOMPOSITOS

Sao materiais hibridos em que pelo menos um componente tem escala nanométrica. Foi
feito a sintese desses materiais com o objetivo de agrupar propriedades particulares para a
aplicacdo desejada. No caso dos nanocompdsitos de porfirina/argila, a desagregacdo da
porfirina é possivel através da adsorcdo das moléculas de porfirina a superficie dos nanotubos

de argila. [9]

2.3 AGREGACAO DA PORFIRINA

As interaces intramoleculares é um dos principais fatores que afetam 0s processos
fotofisicos, bioldgicos e fotoquimicos que ocorrem nas porfirinas. As moléculas de porfirina
podem formar agregados, quando dispersas em solucdo ou no estado sélido. [10]

A agregacéo da porfirina pode ser afetada por alguns fatores, como o tipo e concentracao
da porfirina, o0 pH e 0 modelo de matriz solida. Essas agregacdes geram mudancgas nas suas

propriedades energéticas e espectrais.

2.4 DESAGREGACAO DA PORFIRINA

Em materiais hibridos do tipo inorganico/organico a desagregacado da porfirina ocorre por

meio da adsorcao das nanoparticulas de porfirina na superficie dos nanotubos de argila. [9].
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As argilas sdo usadas para confeccdo de nanocompdsitos devido as suas dimensdes
nanoscopica e sua composi¢cdo quimica. Ademais, possuem alta velocidade de dissolucéo o

que aumenta a homogeneidade, adsorcao e estabilidade da mistura. [9]

14
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAS

A porfirina utilizada para a confec¢do dos nanocompdsitos de argila/protoporfirina foi a
protoporfirina IX sal dissddico e a argila utilizada foi a haloisita. A protoporfirina e a haloisita

foram adquiridas da empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

Para a sintese das amostras, nanoparticulas de argila em solucdo aquosa foram misturadas
com uma solucdo de Protoporfirina IX sal dissédico (PpIXK) dissolvida em acetonitrila e

dimetilsulfoxido. Foi realizado a sintese de solu¢do com pH2 e pH7.

Para controlar o pH das solucdes foram elaboradas solu¢des contendo agua ultrapura
acrescentadas de quantidades especificas de NaOH e HCI. O pH das solugdes foi determinado

utilizando-se um medidor de pH portatil modelo AK90.

Na amostra de pH 2 foram utilizadas 2ml de PpIXK, 0,5 gramas de Haloisita e 40 ml de
solugdo aquosa com pH2. No caso da amostra de pH 7 foi usada a mesma proporc¢éo de PpIXK
e de Haloisita, mas com solucdo aquosa pH7. Foi realizada também a confec¢do de amostras

sem a presenca da haloisita para o pH2 e Ph7.

Para favorecer a homogeneidade da mistura e a adsorcdo da protoporfirina pelas
nanoparticulas de haloisita, as misturas passaram cinco vezes pelos processos de agitacao

mecanica (3,0 min) e ultrassonificacéo (3,0 min).

Ap0s este processo as amostras foram levadas a estufa ao abrigo da luz por um dia para
a decantacdo das nanoparticulas. Ap6s o periodo de decantacéo, retirou-se o excesso de solugéo,
em seguida as misturas retornaram a estufa abrigo da luz a temperatura de 60,0 °C por sete dias

para promover a evaporacdo do solvente, restando apenas po.
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3.2 METODOLOGIA

A metodologia utilizada para a caracterizacdo das amostras neste trabalho teve como

base a utilizacdo das técnicas de caracterizacdo Optica de semicondutores poliméricos.

A caracterizacdo fotofisicas das amostras foi obtida utilizando-se as técnicas Opticas:
absorbancia UV-Vis e fotoluminescéncia no estado estacionario. Os espectros de
fotoluminescéncia (PL) e fotoluminescéncia de excitacdo (PLE) foram adquiridos em um

espectrofluorimetro Hitachi U-2001.

Para se determinar os tipos de agregado e a influéncia da agregacéo e da desagregagéo
macromolecular sobre as propriedades fotofisicas e fotoquimicas destes materiais hibridos
foram realizados estudos sistematicos em funcdo do pH das solugcBes precursoras. Os espectros
de absorcéo dptica das solucdes foram obtidos utilizando o espectrofotdometro UV-VIS FEMTO
800XI.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 2 é apresentado o espectro de absor¢do da PpIXK em solugdo com pH2 e pH7
antes da adicéo de haloisita.

Figura 2- Espectro de absor¢éo da PpIXK em solucdo com pH2 e pH7 antes da adi¢do de haloisita.
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Foi identificado no espectro de absorbéncia da solu¢do com pH 2, antes da adicéo da
argila, que a banda de Soret apresenta dois maximos - um em torno de =~ 425 nm relacionado
aos mondmeros e outro em torno de 375 nm relacionado aos dimeros e agregados. [2]. Por outro
lado, o espectro de absorcao da solugdo com pH7 apresentou apenas um maximo em torno de
375 nm, este fato demonstra a influéncia do pH sobre o nivel de agregacdo das moléculas de
porfirina. Neste sistema quanto maior o pH maior o nivel de agregacéo.
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A figura 3 apresenta os béqueres com as solucBes de porfirina e argila depois dos

processos de agitacdo mecanica e ultrassonificacéo.

Figura 3- Amostras de PpIXK com pH2 e pH7 ap6s processo de agitagdo mecanica e ultrassonificacéo.
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Fonte: Autoria prépria - 2023

O Becker com a etiqueta nimero 2 corresponde a solugdo com pH 2 e 0 com a etiqueta
com numero 4 corresponde a solugcdo com pH7. Na amostra da solugcdo com pH 7 é possivel
observar que a amostra esta com uma aparéncia mais esbranquicada do que a com pH2. Isso
ocorre devido a maior dispersdo das nanoparticulas, o que levou a formacao de uma solucdo do

tipo coloide.

Na figura 4 e 5 temos o0s espectros de absorcao antes e depois da adigdo de haloisita para

0 pH 2 e pH 7, respectivamente.
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Figura 4- Espectro de absor¢do da PpIXK para a solugcdo com pH2 antes e depois da adi¢do de haloisita
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Figura 5- Espectro de absor¢éo da PpIXK para a solugdo com pH7 antes e depois da adi¢do de haloisita
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Comparando as linhas de espectro de absorcédo para a solucdo de pH 2, é perceptivel que

as linhas caracteristicas da PpIXK que apareciam antes da adi¢do da haloisita, ndo aparecem
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depois da adicdo. Isso ocorre, pois a maioria das moléculas de PpIXK foram adsorvidas pela
superficie dos nanotubos da haloisita.

Para a solucdo com pH 7 ndo é possivel realizar essa analise sobre o espectro de
absorcdo, pois a solucdo apresentava nanoparticulas de haloisita em suspensdo, sendo dificil
identificar se a PpIXK foi adsorvida pela superficie dos nanotubos de argila.

Na figura 6 temos o espectro de fotoluminescéncia (PL) para a PpIXK em solucdo de

pH2 e em solucéo de pH7. Foram excitadas em comprimento de onda de 409 nm.

Figura 6- Espectro de fotoluminescéncia (PL) para a PpIXK em solucéo de pH2 e em solucéo de pH7

T I T I T I T I T
Protoporfirina | X sal dissadico em solugio

- ﬂ

20 s P (DH2)
s P (DH7)

Intersidade (ua.)

T
500 580 200 850 700 TED

Comprimento de onda (nm)
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O espectro de PL da solugéo de pH 2 se encontra mais deslocado para o lado do azul,
quando comparado ao espectro da solu¢do com pH 7, indicando que as moléculas de PpIXK se
desagregaram. [2]

Na figura 7 temos o espectro de fotoluminescéncia de excitagdo (PLE) para a PpIXK
em solucdo de pH2 e em solugédo de pH7. Foram detectados em comprimento de onda de 604

nm.
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Figura 7- Espectro de fotoluminescéncia de excitacdo (PLE) para a PpIXK em solucdo de pH2 e em solucéo de pH7
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Fonte: Autoria prépria - 2023

E possivel analisar que o espectro PLE da solugio de pH7 apresenta trés picos na banda
Q, ja o espectro PLE da solugéo de pH2 apresenta apenas pico na banda Q. Esse fato, demonstra

que para o0 a solucdo com pH 2 as moléculas PpIXK foram desagregadas.
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Na figura 8 temos o espectro de fotoluminescéncia de excitacdo (PLE) para a PpIXK
em pé de pH2 e em po de pH7. Foram detectados em comprimento de onda de 623 nm.

Figura 8- Espectro de fotoluminescéncia de excitagdo (PLE) para a PpIXK em p6 de pH2 e em p6 de pH7
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Fonte: Autoria prépria - 2023

Na banda de Soret, temos os mondmeros (A=405nm) e os dimeros (A=388nm).
Analisando o gréfico, é possivel notar que para o pH 2 temos maior concentragdo de monémeros
do que dimeros, ja para o pH 7 ha maior de dimeros do que monémeros. O pico que aparece
405nm na amostra pH7 é devido a efeitos opticos. [2]

Na PLE das amostras em forma de po, diferentemente da PLE em solugdo, ha
preferencialmente apenas um pico de emissdo na banda Q, para ambos os pH.

Ao analisar os picos de intensidade, é notavel que a amostra de pH 2 tem um espectro
de maior intensidade que a amostra de pH7. Assim, quanto menor o pH maior a sua eficiéncia
de absorc¢do e emissdo. Dessa forma, seria mais eficiente utilizar materiais hibridos com pH

mais baixo para a fototerapia dindmica de Cancer.

Na figura 9 temos o espectro de fotoluminescéncia (PL) para a PpIXK em p6 de pH2 e

em po de pH7, com excitagdo no comprimento de onda de 410nm.
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Figura 9- Espectro de fotoluminescéncia (PL) para a PpIXK em p6 de pH2 e em p6 de pH7
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Na PL das amostras na forma de p0, o comportamento dos espectros ndo varia
intensamente devido a mudanca do pH. Ambos os espectros emitem aproximadamente no
mesmo comprimento de onda, mostrando que a influéncia da Haloisita na agregacdo de

moléculas de PpIXK supera a influéncia do pH. O pico que aparece 623nm na amostra pH7 é

devido a efeitos opticos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram desenvolvidos e estudados novos materiais hibridos funcionais
formados por nanocompositos de protoporfirina IX sal dissédico e nanoparticulas de argila.
Nestes materiais as moléculas de protoporfirina ficaram adsorvidas as superficies dos
nanotubos de argila. Os resultados mostraram a grande capacidade dos nanotubos de haloisita
de adsorverem as moléculas de protoporfirina-1X sal dissédico. Além disso, as moléculas
PpIXK se encontram em estado desagregado em amostras de pH 2. Logo, o pH exerce grande

influéncia na agregacdo das moléculas de protoporfirina em solucéo.
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