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RESUMO

PAVANELLI, A. L.S. Estudos da interacdo de Pontos Quanticos com Fotossensibilizadores
de interesse em Fotoquimioterapia na presenca de sistemas biomiméticos. 2022. 149 p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Fotoquimioterapia (FQT) € uma modalidade ndo invasiva de tratamento de cancer e outras doencas
que ndo possui efeitos colaterais negativos. O principio da FQT é o uso de compostos fotoativos,
chamados de Fotossensibilizadores (FS), excitados com luz visivel. Um bom FS deve ser capaz de
absorver a energia da luz incidida no local de tratamento e gerar espécies reativas que provocam a
morte das células-alvos. Atualmente tem havido uma grande busca no aperfeicoamento desta
técnica e inclusive a possibilidade de uni-la a técnicas de Diagnostico por Fluorescéncia (DF).
Diante disto, uma das propostas € o uso dos semicondutores nanocristalinos conhecidos como
Pontos Quanticos (PQs) em conjunto com os FS usuais a fim de aumentar a eficiéncia da técnica
de tratamento e de diagndstico. Desta forma, mostra-se importante o estudo da interacdo entre 0s
Pontos Quanticos e as porfirinas, fotossensibilizadores ja consagrados na clinica, na presenca de
diferentes estruturas que mimetizem o meio celular. Neste trabalho estudou-se a interagdo entre o
Ponto Quantico de Telureto de Cadmio (CdTe) funcionalizado com acido 3-Mercaptopropiénico
(3-MPA) e as porfirinas meso-tetrametil piridil (TMPyP) e meso-tetrasulfatofenil (TPPS4) na
presenca da proteina Albumina do Soro Bovino (ASB) e os surfactantes dodecil sulfato de sdio
(SDS), N-hexadecil-N,N, dimetil-3-3amonio-1-propano sulfonato (HPS), brometo de cetil trimetil
amonio (CTAB) e 4-(1,1,3,3-tetrametilbutilfenil-polietileno glicol (Triton X-100). Os resultados
obtidos mostram gue a presenca de nanoestruturas altera a forma de interacao entre porfirina e PQ,
indicando que essas estruturas e suas caracteristicas devem ser levadas em conta na aplicacdo
desses sistemas em biologia e medicina. Também se verificou que a carga das nanoestruturas tem
grande influéncia na interacdo porfirina-PQ podendo, em alguns casos, favorecer a formacéo do
complexo de transferéncia de energia, de carga ou de préton ou dificultar a sua formacéo ou até

mesmo impedir ou destruir complexos ja formados.

Palavras-chave: Ponto Quantico, Porfirina, Caracteristicas espectroscopicas, Interacdo, Sistemas

Miméticos.



ABSTRACT

PAVANELLI, A. L.S. Studies of interaction of quantum dots with photosensitizers of interest
in photochemotherapy in the presence of biomimetic systems. 2022. 149 p. Thesis (PhD) —
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo
Preto, 2022.

Photochemotherapy (PCT) is a non-invasive modality of cancer and other diseases treatment that
shows no side effects. The principle of PCT is the use of a photoactive compound, called
Photosensitzer (PS), which is excited with visible light. A good PS must to be capable to absorb
incident light at the local of treatment and produce reactive species that provoke the death of the
target cells. Nowadays there is a big search for the improvement of this technique and combine it
with the Diagnosis by Fluorescence (DF) technique. Thereby, one of the ideas is the use of
nanocrystalline semiconductor, known as Quantum Dots (QDs), together with usual PS to improve
the efficiency of the treatment and diagnosis technique. Thus, the study of interaction between QD
and porphyrins, which are well-established clinical PS, in the presence of various structures that
mimic the cellular interior is important. In this work, we study interaction between Cadmium
Tellurete (CdTe) functionalized with 3-Mercaptopropionic Acid (MPA) and the meso-tetramethyl
pyridyl (TMPyP) and meso-tetrakis sulfatofenyl (TPPS4) porphyrins in the presence of Bovine
Serum Albumin (BSA) and various surfactants: Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), N-hexadecyl-N-
N’-dimethyl-3-ammonio-1-propane-sulfonate (HPS), cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)
and 2-[4-(2,4,4-trimethylpentan-2-yl)phenoxy]ethanol (Triton X-100). The results show that the
presence of a nanostructure changes the interaction mode between porphyrin and QD. This
indicates that nanostructures and their characteristics should be considered when apply those
systems in biology and medicine. We have verified, as well, that the nanostructure charge has a
large influence in the QD-porphyrin interaction either supporting formation of complexes based on
energy, charge or proton transport, hampering and even blocking their formation, or destroying

complexes already formed.

Keywords: Quantum Dot, Porphyrin, Spectroscopic Characteristic, Interaction, Biomimetic
systems.
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Céncer é a denominacdo dada a um grande conjunto de moléstias que afetam diversas partes
do corpo humano e tem como principal caracteristica o crescimento desordenado e descontrolado
de tecidos doentes [1-3]. O dltimo informativo do Instituto Nacional do Céancer (INCA) aponta
que, no ano de 2019, cerca de 220 mil brasileiros perderam suas vidas em fungdo de alguma
neoplasia e, até aquele mesmo ano, o cancer estava entre as quatro maiores causas de morte
prematura na maioria dos paises [4]. A OMS estima que no ano de 2040 séo previstas cerca de 16,3

milhGes mortes decorrentes de cancer ao redor do globo [5].

As principais causas para 0 aumento da incidéncia de cancer no mundo s&o: 0 aumento da
expectativa de vida da populacdo, o aumento da prépria populacdo e a deterioracdo da situacao
ambiental ao redor do mundo. Além disto, fatores socioecondmicos de cada pais impactam

severamente na incidéncia de neoplasias [1].

Um fator altamente preocupante, quando se fala em céncer, é a formacao de metéastases. De
maneira resumida, pode-se dizer que metastases sao as células cancerosas que se soltam do tumor
original e invadem tecidos de outros 6érgdos induzindo o crescimento de novos tumores em
diferentes 6rgdos do corpo humano. Metastases sdo, em grande parte, resistentes aos tratamentos
convencionais [6], o que dificulta as chances de cura e aumenta a mortalidade da doenca.

Os fatores acima apontados estimulam a busca por métodos de tratamento e de diagnéstico
que sejam cada vez mais eficazes e eficientes, menos invasivos e com efeitos colaterais mais
brandos. Além disto, a possibilidade de um diagndstico precoce aumenta consideravelmente a
chance de cura da doenca [1,2]. Ha algumas décadas, vem sendo desenvolvido o uso de luz no

tratamento de neoplasias.

A luz tem sido utilizada pela humanidade como forma de terapia de diversas doencas desde
os primordios das civilizacdes [6-8]. Entre 3000 e 4000 anos atras, 0s egipcios ja utilizavam luz,
em conjunto com a aplicacéo de algumas ervas, para o tratamento de psoriase e de vitiligo [7,9,10].
Um dos primeiros estudos do uso da luz contra micro-organismos na medicina moderna foi
realizado por Raab que em 1900 descreveu que corantes de acridina, em conjunto com luz visivel
e oxigénio molecular, causavam a morte de organismos unicelulares [6,7,10]. Em 1903, Niels R.
Finsen recebe o Prémio Nobel de Medicina pelo desenvolvimento de técnicas utilizando luz no

tratamento de Lupus [10]. Mais pesquisas nessa direcdo levaram a criagdo de um novo método de
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tratamento de céancer através da fotoguimioterapia, em particular, na forma de Terapia
Fotodinamica.

A Terapia Fotodindmica (TFD) é uma técnica de tratamento que pode ser aplicada para
diversos tipos de doencas e que se utiliza de uma molécula sensivel a luz, chamada de
Fotossensibilizador (FS), luz visivel em um comprimento de onda especifico e oxigénio molecular
[8,11,12]. A primeira aplicacdo desta técnica, em sua forma moderna, foi feita por Dougherty que,
nos anos 70, utilizou fluoresceina como FS para tratar tumores [8,9] e desde entdo inimeras
pesquisas sdo lancadas todos os anos com novas moléculas de FS, novas formas de utilizar tal
técnica e 0 uso em novas areas [7,12,13], porém o grande enfoque da TFD é o tratamento de cancer.
Desta forma a TFD tem sido amplamente utilizada como mais uma ferramenta para o tratamento

de cancer, também podendo ser utilizada em conjunto com técnicas convencionais [14,15].

O diagndstico precoce do cancer é um dos fatores determinantes para 0 sucesso do
tratamento da doenca [16-18]. Desta forma, existe uma grande demanda por novas técnicas que
facilitem o diagnostico, aumentem a eficiéncia e diminuam os custos de deteccdo de tumores e
células com potencial cancerigeno. Neste sentido, vem sendo desenvolvido e gradativamente

aplicado o Diagnostico por Fluorescéncia (DF), conforme se observa em [10,19-21].

O DF é uma técnica de diagnostico que utiliza luz visivel e um FS que possua afinidade
elevada para se ligar aos tecidos tumorais. Na técnica, o FS é aplicado e, ap6s o intervalo de tempo
necessario para que se acumule no tecido de interesse, a regido sob controle é irradiada com luz
visivel. A luz ird estimular o FS e fard com que ele emita luz em comprimentos de onda diferentes
dos utilizados na excitacdo, tornando capaz de distinguir, inclusive sem a necessidade de

equipamentos técnicos, os tecidos doentes dos tecidos sadios [22—24].

A unido das técnicas de diagnostico e das técnicas de tratamento é a base para o que é
chamado de medicina “terandstica” que envolve a realizagdo simultanea do diagnéstico e do
tratamento da doenca [25]. Assim, é importante a pesquisa e 0 desenvolvimento de FSs e sistemas

de FSs que possam ser utilizados na medicina teranostica.

As moléculas da classe das porfirinas sdo, até o presente momento, responsaveis pela
maioria dos FS aplicados na TFD, com muitos estudos consolidados na area [7-10,26]. O que torna

as porfirinas tdo importante para a aplicacdo em TFD s&o suas caracteristicas vantajosas, como: a
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baixa toxicidade no escuro, o bom coeficiente de absor¢do molar no visivel, a alta afinidade com
tecidos bioldgicos e o bom rendimento quéntico do estado excitado tripleto, a depender do tipo de
porfirina [8,10,27].

Apesar destas caracteristicas apresentadas, as porfirinas apresentam baixo coeficiente de
absorcdo molar na regido espectral de 600 nm até 800 nm (“janela terapéutica” — vide Secédo 1.1),
em que os tecidos biologico sdo relativamente transparentes e baixo rendimento quéantico de

fluorescéncia, o que diminui a eficiéncia para uso no DF, além de outros problemas pontuais.

Os problemas apresentados para o uso de porfirinas em TFD e DF, além das caracteristicas
intrinsecas do cancer e 0 aumento de incidéncia desta doenca previsto para as préximas décadas,
estimulam a busca por métodos de tratamento e diagnéstico cada vez mais eficazes, de simples
aplicacdo e mais baratos, para serem disponibilizados para uso na medicina publica. Isto, por sua

vez, estimula a busca de novas substancias que sejam mais efetivas para estas aplicacgoes.

Pontos Quanticos (PQs) sdo semicondutores nanocristalinos que possuem alto coeficiente
de absor¢do molar em toda a regido do espectro visivel; espectro de emissdo estreito, e intenso com
a capacidade de alterar a posi¢do do pico de emissdo de acordo com o tamanho do PQ [28,29].
Entretanto, por se tratarem de moléculas inorganicas, possuem alta toxicidade em sistemas
bioldgicos e baixa dispersdo na dgua [30]. Uma possibilidade para atenuar estes efeitos negativos
dos PQs é a funcionalizacéo de sua superficie. 1sso pode, além de diminuir a toxicidade dos PQs e
torna-los soltveis em &gua, aumentar afinidade especifica com diversos tipos de tecidos, inclusive

tumorais, permitindo que sejam usados como sonda fluorescente [31-33].

Existem diversos trabalhos propondo a unido das caracteristicas da porfirina com
determinados PQs para aumentar a eficiéncia do tratamento de TFD e do DF [31,32,34,35]. Nestes
trabalhos a proposta € utilizar o PQ como uma “antena” para captar energia da luz incidida em uma
ampla regido espectral e transferi-la a porfirina, que ird atuar na TFD de maneira mais eficiente.
Além disto, pode-se aproveitar as caracteristicas da emissdo dos PQs para a realizagdo do DF em

conjunto com o tratamento.

Tao importante quanto determinar os mecanismos de interacdo entre PQ e porfirinas é
conhecer como estes mecanismos irdo atuar na presenca de sistemas biologicos. Assim, antes de

iniciar os estudos no meio bioldgico, seja “in vitro” ou “in vivo " € importante estudar as interacoes
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fisicas e quimicas que ocorrem entre as moléculas de interesse em um meio que mimetize o
ambiente biolégico de maneira a facilitar a compreensdo da natureza das interacdes na presenca

destes sistemas miméticos [14,36].

Uma forma de mimetizar a membrana celular é utilizar micelas de diversos tipos de
surfactantes. Tal método vem sendo usado h& bastante tempo com diversos resultados importantes

no campo da interacdo entre FS e micelas com diferentes caracteristicas [37—40].

Além da interacdo com as membranas celulares, um interesse especial atrai a atencdo para
0 estudo da interacdo de FS com proteinas, especialmente albuminas de soro. O papel principal das
albuminas € se ligar a varios tipos de compostos e transporta-los com o fluxo de sangue dentro do
organismo [41]. Outro ponto importante a se destacas é que as albuminas possuem elevada
afinidade por tecidos tumorais. Estas caracteristicas abrem uma perspectiva para utiliza-las como
possiveis carreadores de drogas em TFD e DF [41,42]. Isto estimula o interesse de estudar a ligacdo

de diversos FS com albuminas e os efeitos desta interacdo nas caracteristicas de FS.

Este trabalho buscou estudar os efeitos dos sistemas biomiméticos: Albumina de Soro
Bovino (ASB), escolhida pelo seu custo relativamente baixo e pela facilidade em se obter, e
micelas, formadas com surfactantes com diversos estados de carga, nas caracteristicas fotofisicas
da porfirina catidnica Meso-Tetrametil Piriddil (TMPyP) e da porfirina anidnica Meso-
Tetrasulfatofenil (TPPS4), na presenca de PQs de Telureto de Cadmio (CdTe) funcionalizado com
o0 acido 3-Mercapopropiodnico (3-MPA) e de complexos porfirina...PQ, assim como no processo de

formacédo destes complexos.

A escolha deste PQ em especifico se deu, principalmente, pela facilidade de obtencéo (vide
Sec¢do 2.1.2).

Os estudos foram realizados através de técnicas espectroscéopicas de absorcdo Otica e de
fluorescéncia de modo continuo e com resolucao temporal. O alvo principal do estudo foi de avaliar

as perspectivas de usar estes sistemas na TFD e no DF.

1.1.  Aspectos Teoricos da TFD
A TFD e uma modalidade de tratamento utilizada contra diversas doencas, entre elas o

cancer, e envolve a aplicacdo de uma molécula/farmaco fotoativo (chamado de FS), luz visivel e
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oxigénio molecular [8]. Nesta técnica o FS é aplicado no paciente de forma tdpica ou sistémica e
apos o0 tempo necessario para que o FS se acumule no tecido alvo aplica-se luz visivel diretamente
no local a ser tratado. A luz serd absorvida pelo FS e ira gerar espécies em estado excitado. A
molécula de FS, nestes estados excitados, em contato com o oxigénio molecular, geram espécies
ativas de oxigénio molecular (do inglés: Reactive Oxygen Species, ROS) gque sdo altamente reativas
e irdo atacar os tecidos bioldgicos de interesse, conforme esquema apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Representacdo da aplicacéo clinica da TFD para o tratamento de tumores sélidos adaptado de
[12].

O FS tem como principal funcdo captar a energia proveniente da luz e transferi-la ao
oxigénio molecular presente no meio para gerar espécies ativas. Para ser aplicado em TFD, o FS
deve ser compativel com o tecido bioldgico, possuir baixa toxicidade no organismo quando no
escuro, ter alto rendimento quéantico dos estados excitados, principalmente do estado tripleto, baixa
agregacdo em doses suficientes ao tratamento e alto coeficiente de absorgdo molar na regido
espectral conhecida como janela fototerapéutica [11,12,24].

Janela fototerapéutica € a regido espectral da luz visivel utilizada para TFD e abrange os
comprimentos de onda de 600 nm a 800 nm. O limite inferior é devido a baixa penetrabilidade da
luz no tecido biologico para luz com comprimentos de onda menores que 600 nm, sendo grande
parte da energia desta faixa do espectro absorvida pelas camadas iniciais da pele [11]. Ja o limite
superior esta relacionado a energia necessaria que deve ser transferida para o oxigénio molecular

para que possa gerar espécies ativas de oxigénio singleto.
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Na Figura 2 esta apresentado o Diagrama de Jablonski para um FS tipico. Ao absorver o
féton de energia ¢/, 0 FS é promovido do estado fundamental singleto (So) para algum dos estados
superiores (Si, S2, ..., Sn), dependendo da energia do foton absorvida. Caso a transi¢do tenha
ocorrida para algum dos estados S, (n > 1) a molécula entdo libera energia na forma de converséo

interna (calor) até chegar no primeiro estado excitado singleto — Si.
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Figura 2. Esquema do diagrama de Jablonski adaptado de [43].

A partir do primeiro estado excitado — S1 — existem trés caminhos possiveis a dispersdo da
energia acumulada. O primeiro deles é a possibilidade da molécula dispersar sua energia em forma
de calor — chamado de Conversao Interna —em que ndo ha emissao de féton e nem a transferéncia
de energia. Este meio de dispersdo de energia €, para a TFD tradicional, considerado uma perda.

Outro meio de dispersdo de energia do FS é através da emissdo de um féton — chamado de
fluorescéncia. Neste caso, o FS libera um foton de comprimento de onda A e energia /c/A = E(S1)
— E(So). Esta forma de dispers&o de energia é Gtil para o DF. E de se ressaltar que quanto maior o
rendimento quéntico da emisséo de fluorescéncia, menor o rendimento quéntico da conversao ao
estado tripleto, necessario para a formacéo de espécies reativas de oxigénio.

Por fim, o FS pode sofrer um processo de cruzamento intersistemas, perdendo uma fragéo
de sua energia e acessando o estado excitado tripleto T1. Devido as regras de selecéo, o estado T:
possui tempo de vida da ordem de milisegundos, que é maior que aquele observado no estado Sq,
que é da ordem de nanosegundos.

De maneira resumida, pode-se dizer que a partir dos estados excitados singleto e tripleto do

FS existem quatro possibilidades de dissipacdo da energia de excita¢do: (1) o decaimento para o
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estado fundamental pelo processo de cruzamento intersistemas; (2) o decaimento para o estado
fundamental através da emissdo de um féton (fosforescéncia); (3) a transferéncia de energia (ou
carga) para o substrato organico (reacdes Tipo 1) ou (4) a transferéncia de energia para 0 oxigénio
molecular que se encontra no estado fundamental tripleto.

O acesso do FS ao estado tripleto é fundamental para a TFD, pois, devido ao seu maior
tempo de vida, comparado com aquele do estado excitado singleto, as reagdes do Tipo | e do Tipo
Il da TFD ocorrem principalmente no estado tripleto [11,12].

O principal objetivo da TFD é destruir células patoldgicas ou outras de interesse. Isto ocorre
através de dois processos diferentes, nomeados como rea¢fes do Tipo | e reacdes do Tipo I,

apresentadas em um esquema simplificado na Figura 3.

m (BpouT)+RH

1 { Reacdes Tipo |
&
.'l Tik
94 kJ 038 (A)]+RH
Reacées Tipo
S I T

0Ty

Figura 3. Diagrama dos niveis de energia das reagdes do Tipo | e do Tipo Il observadas durante um
tratamento em TFD retirado de [44].

As reacdes do Tipo | ocorrem quando o FS em seu estado excitado, singleto ou tripleto,
transfere carga diretamente ao substrato biol6gico — conforme visto no diagrama da Figura 3. Este
substrato ionizado é bastante reativo e tende a se ligar com as estruturas das células de seu entorno,
podendo atacar estruturas celulares vitais e gerar morte celular. Além disto, estdo abarcadas nas
reacOes Tipo | a captura de um elétron do oxigénio molecular por parte do FS ionizado, gerando
radical superdxido. Neste estado, o oxigénio molecular € muito reativo, sendo capaz de ligar-se a

estruturas celulares importantes e causar morte celular. As reagdes do Tipo | sdo mais comuns em
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meios que contém pouco oxigénio molecular, sendo extremamente Gtil no ataque a células tumorais
em estado de hipoxia, em que o ambiente é pouco oxigenado [6,11,12].

As reacOes do Tipo Il sdo responsaveis pela maior parte das mortes celulares durante o
tratamento de TFD convencional [11,12]. Nestas reacdes o FS, que se encontra em seu estado
excitado tripleto, transfere energia para o oxigénio molecular (estado fundamental tripleto) —
conforme apresentado na Figura 3. Este oxigénio, ao receber a energia do FS, vai para o estado
excitado singleto. O oxigénio singleto é altamente reativo e possui grande afinidade por cadeias
duplas de carbono o que faz com que ataque estruturas organicas essenciais para o funcionamento
da célula como a membrana, a mitocdndria e o nucleo celular. Além disto, 0 oxigénio singleto
possui tempo de vida entre 0,2 us ¢ 5 us em meio aquoso, o que faz com que tenha um raio de acao
da ordem de 10 nm a depender do coeficiente de difusdo no meio. Essas reacdes entre oxigénio e
estruturas celulares prejudicam o funcionamento da célula alvo e podem levar a morte celular via

necrose ou via apoptose [6,11,12].

1.2.  Porfirinas

Porfirina é 0 nome dado a um conjunto de moléculas que possuem como caracteristica
comum a presenca de um anel porfirinico com quatro atomos de nitrogénio em seu interior (Figura
4). Esta estrutura é a precursora de moléculas que possuem papel essencial no funcionamento dos

organismos vivos, como o grupo heme, os citocromos e as clorofilas.

A estrutura de anel com a presenca de um cromaforo tetrapirrolico conjugado faz com que
as porfirinas tenham alto coeficiente de absorcdo molar na regido espectral do visivel, o que pode
ser facilmente observado gracas a intensa coloracao apresentada nas solucdes aquosas contendo a
molécula. Estas caracteristicas fazem com que as porfirinas tenham importante aplicacdo na

fotomedicina sendo o principal grupo de moléculas utilizado como FS em TFD [7,10,45].
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R
Figura 4. Estrutura molecular base das porfirinas.

A estrutura mostrada na Figura 4 tera diferentes nomenclaturas e diferentes caracteristicas
fisicas a depender dos grupos colaterais (R) que determinardo a posicao espectral do maximo de
absorcdo e de emissdo, rendimento quantico de fluorescéncia, rendimento quantico do estado

tripleto, entre outros.

1.3.  Pontos Quanticos

Pontos Quanticos (PQs) sdo semicondutores nanocristalinos em que o par elétron-buraco
(éxciton) esta confinando em um espaco tridimensional bem definido. Neste tipo de estrutura, o
confinamento possui comprimento menor que o raio de Bohr para o éxciton (= 2 — 20 nm) [30].

Em funcdo das caracteristicas fisicas do forte confinamento quéantico do éxciton, os PQs
possuem amplo espectro de absor¢do molar e intenso e estreito espectro de emissdo luminescente.

A emissdo luminescente acontece quando um foton com energia suficiente para promover
um elétron da camada de valéncia para a camada de conducédo é absorvido pelo semicondutor
criando um éxciton (par elétron-buraco). Devido ao forte confinamento quéntico, o éxciton fica
confinado até ser aniquilado e decair emitindo um féton de luminescéncia. O tempo necessario
para a aniquilagdo do éxciton bem como a energia liberada na forma de foton sdo altamente
dependentes do tamanho do PQ, isto faz com que seja possivel alterar a posi¢do do espectro de
emissdo apenas variando o tamanho da nanoparticulas. Para PQs maiores o0 espectro de emissédo
tende ao vermelho e para PQs menores o pico de luminescéncia tende ao azul. Os PQs podem

possuir uma ou duas estruturas (ntcleo ou nucleo e casca) [30,46,47].
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Em geral, PQs ndo dispersdo na agua e possuem alta toxicidade, porém existe a
possibilidade de funcionalizar a sua superficie, tornando o PQ disperso em &gua, reduzindo a
toxicidade e podendo criar afinidade com estruturas bioldgicas determinadas. A funcionalizacéo
possibilita 0 uso dos PQs em diversas aplicacdes medicinais como no diagnostico de diferentes

tipos de canceres, tratamento de doencas, carreador de farmacos, etc [30,34,48].

1.4.  Supresséo de Fluorescéncia
E definido como supressdo de fluorescéncia todo e qualquer processo em que a presenca de
uma molécula, chamada de supressor, causa a diminuicao da intensidade de fluorescéncia de um

ou mais fluoréforos no meio [49].

A supressdo da fluorescéncia é um efeito importante e muito estudado, pois é uma grande

fonte de informacao a respeito de como os sistemas estao interagindo entre si.

Varios sdo 0s processos capazes de suprimir a fluorescéncia de uma amostra, entre eles: (i)
transferéncia de energia do fluoréforo para o supressor por ressonancia ou devido a colisdo entre
eles; (ii) transferéncia de carga entre fluoréforo e supressor; (iii) reacdes do estado excitado do
fluor6foro com o supressor acompanhadas por rearranjo da estrutura molecular; (iv) 0 aumento da
probabilidade de processos ndo radiativos de dissipacdo da energia de excitacdo dos fluoréforos

devido aos efeitos de atomo pesado ou de paramagnetismo do supressor, etc [49,50].

1.4.1. Supressdo Dinamica

A supressdo dindmica, também chamada de supressao colisional, ocorre quando ha coliséo
entre fluoréforo e supressor. Durante a colisdo o supressor absorve parte ou toda energia do
fluoréforo evitando que esta energia seja dissipada por processos radiativos.

Para que a supressdo dinamica da fluorescéncia ocorra € necessario que a colisdo entre
fluordforo e supressor ocorra antes da emissdo do féton, isto exige colisGes com espago de tempo
entre si da ordem de nanosegundos. Isto implica duas condi¢Ges importantes para este tipo de
supressao: (1) a difusdo das moléculas no meio e (2) a concentragcdo do supressor deve ser alta 0

suficiente para favorecer o processo colisional em detrimento do processo radiativo.
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A supressao colisional da fluorescéncia pode ser descrita quantitativamente pela equagéo
de Stern-Volmer, equacao (1):

2 =1+ Kp[0Q] (1)

Em que I, e I sdo, respectivamente, a intensidade de fluorescéncia do fluor6foro na auséncia
do supressor e na presenca da concentracdo [Q] de supressor e K, é a constante de supresséo de

Stern-VVolmer.
Para processos dindmicos esta constante pode ser escrita como:

KD = quO (2)
Em que k, é a constante de supresséo bimolecular e 7, € o tempo de vida do fluoréforo na

auséncia do supressor.

Outra forma de escrever a equacao de Stern-Volmer para a supressdo colisional é levando
em conta os tempos de vida na auséncia (z,) e na presenca do supressor (), conforme mostrado na
equacao (3):

To

P 1+ quO[Q] (3)
A constante de supressdo bimolecular (k,) € um importante pardmetro e traz informagdes

a respeito da eficiéncia da supressdo e da acessibilidade dos supressores aos fluoréforos.

A eficiéncia da supressao (f;) pode ser escrita como sendo:
—k
fo= Py 4)
Em que k, é a constante controlada por difusdo bimolecular e leva em conta as

caracteristicas de difusdo e do raio de colisdo das moléculas (equacéo (5)):

ko = 4mRDN (5)
Em que R é o raio de colisdo, D é a soma dos coeficientes de difuséo do fluoroforo e do

supressor (D = D + D;), obtida através da equacdo de Stokes-Einstein, e N € o numero de

Avogadro dividido por 1000 (N = N—A).

1000
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Quando a eficiéncia de supresséo f, = 1 significa que toda colisdo entre fluordforo e
supressor efetivamente causard a supressdo do fluor6foro. Em [49] o autor informa que os maiores

valores possiveis para k, em meio aquoso s&o préximos a 1x10'° Ms™.

1.4.2. Supressdo Estatica

Diferente da supressdo dinamica, na qual a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia do
fluoréforo esta associada a diminuicdo do empo de vida do estado excitado singleto (S1), na
supressao estatica a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia acontece devido a diminuicdo da
fracdo de moléculas de fluoréforo que podem emitir fluorescéncia, desta forma, neste caso, nao é

observada a diminui¢do do tempo de vida do estado S;.

A supressdo estatica de fluorescéncia é resultado da formacdo de um complexo entre
fluoréforo e supressor no estado fundamental. Este complexo, ao absorver um féton retorna ao

estado fundamental sem a emisséo de fotons devido a fluorescéncia.

A equacdo de Stern-Volmer para a supresséo estatica é dada pela equacéo (6):

Io

D=1+ Key[Q] ©®)

Em que K, € a constante de Stern-Volmer. Esta constante é associada a taxa de formacéo

de complexo, de forma que:

[F1 + [Q1 S [F Q] ™

A equacdo (6) e a equacdo (1) sdo idénticas, desta forma, ndo € possivel determinar, apenas

com base nas medidas de intensidade de fluorescéncia, se a supressao esta ocorrendo por processo
estatico ou dindmico. A medida dos tempos de vida de fluorescéncia pode dirimir esta duvida.
Além disto, processos dinamicos de supressdo nao causam mudancas no perfil espectral de
absorcdo do fluoréforo ao contrario dos processos estaticos em que a formacdo do complexo muda

a estrutura eletrénica do sistema o que causa alteracdes nos perfis de absor¢do da amostra.
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1.4.3. Supressdo Estatica e Dindmica

Existe ainda a possibilidade de que os dois mecanismos de supressdo ocorram

. . x s . A I
simultaneamente. Quando isto ocorre ndo é possivel observar a dependéncia linear de O/I com a

concentracdo do supressor [Q]. A razéo das intensidades é dada por:

lg

=1+ Kp[Q@D(A + Ks[QD (8)

I

I

70 =1+ (Kp + Ks)[Q] + KpKsy [Q]? 9)

Desta forma, é possivel determinar as constantes de supressao de cada processo ao ajustar

a parabola, conforme a equacéo (9).

1.4.4. Equagéo de Stern Volmer modificada

Quando o grupo responsavel pela fluorescéncia — fluoréforo — esta incluso na estrutura de
uma molécula maior, por exemplo, o grupo Triptofano na estrutura da albumina, ndo sera cada
contato do supressor com esta molécula grande que produzira supressdo da fluorescéncia. Neste
caso, a supressao somente se realiza quando o supressor aparece proximo ao fluoréforo. Isto faz
com que a relacéo lo/l ndo seja linear e diretamente proporcional a concentra¢do do supressor, visto

que 0 aumento de concentracdo do mesmo nao ira suprimir os fluoréforos na mesma proporgao.

Na solucédo coabitam duas populag6es de fluoroforo: as que sdo acessiveis ao supressor (1a)

e as que ndo sao acessiveis ao supressor (Ina). A fracdo dos fluoroforos acessiveis ao supressor (f),

também chamado de fator de acessibilidade, é dada pela razdo entre a populacdo acessivel a
supressor e a populacdo ndo acessivel (equacao (10)):

I I

f = = i 19

Com o tratamento matematico adequado, detalhado em [49], é possivel determinar a

constante de Stern-Volmer e a fracéo dos fluoréforos acessiveis ao sistema a partir da relagéo linear

entre lo/(lo - 1) e 1/[Q], conforme mostra a equacdo (11).
o L

1
=t — 11
-1 fKsvlC] (1)
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Em que a interseccdo da curva com o eixo das ordenadas fornece o valor de 1/f e o

coeficiente linear fornece o valor de 1/fKsy.

1.5.  Processos de Transferéncia de Energia

Existem dois tipos de processos de transferéncia de energia: 0s processos radiativos e 0s
processos ndo radiativos [49,50].

Os processos radiativos sdo aqueles em que a molécula aceitadora absorve um féton emitido
pela molécula doadora. Assim, para que este processo ocorra € necessario que o espectro de
emissdo do doador esteja sobreposto ao espectro de absorcao do aceitador.

Os processos de transferéncia de energia nao radiativos séo divididos em dois: 0 processo
de transferéncia de energia de longo alcance, conhecido como Transferéncia de Energia por
Ressonéncia de Fluorescéncia descrito por Forster, e o processo de transferéncia de energia de

curto alcance, conhecido também como Mecanismo de Transferéncia de Energia de Dexter [49].

1.5.1. Mecanismo de Forster ou Transferéncia de Energia de Longo Alcance

O processo de Transferéncia de Energia por Ressonancia de Fluorescéncia (do inglés,
Fluorescence Ressonance Energy Transfer, FRET) acontece entre um doador (D), que se encontra
no estado excitado, e um aceitador (A), que se encontra no estado fundamental. A principal
diferenga do processo de FRET em relagdo ao processo de transferéncia de energia de Dexter é que
o0 FRET ocorre em distancias mais longas, entre 2 nm a 20 nm entre o nucleo de um atomo e o

outro, enquanto que o processo de Dexter ocorre para distancias menores que 1 nm.

Segundo Lakowicz [49], o processo de FRET é um fendmeno eletrodindmico que pode ser
explicado utilizando a fisica classica. A molécula doadora, que se encontra no estado eletrénico
excitado, retorna ao estado fundamental apds transferir a energia excedente para a molécula
aceitadora através de uma interacao dipolo-dipolo (para distancias mais curtas também pode haver
interacdo dipolo-quadrupolo e quadrupolo-quadrupolo). A energia liberada pela molécula doadora
deve ser a mesma necessaria para promover a molécula aceitadora do estado fundamental para o
estado excitado, assim o espectro de emissédo do doador deve sobrepor-se ao espectro de absorgéo

Otica do aceitador (Figura 5).
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DOADOR ACEITADOR

I 1 |
abs. em. abs. em.

Figura 5. Representacdo ilustrativa da sobreposi¢ao dos espectros de absorcao ética do aceitador e do
espectro de emissdo do doador. Adaptado de [50]

Utilizando a interacdo dipolo-dipolo da eletrodindmica cléssica e trabalhando a interagéo
entre as moléculas como um acoplamento muito fraco, Forster foi capaz de calcular a taxa de
transferéncia de energia entre a molécula doadora e a aceitadora [51], conforme equacéo (12):

kr == [%]6 (12)

Em que k; é a taxa de transferéncia de energia através do processo FRET entre o doador e
0 aceitador, r é a distancia entre aceitador e doador, 7, é 0 tempo de vida de fluorescéncia do
doador na auséncia do aceitador e R, é o0 raio de Forster, que é a distancia na qual a taxa de
transferéncia de energia atraves deste mecanismo € igual a taxa de perda energia por outros meios
kr =k.

O raio de Forster pode ser determinado através das caracteristicas fisicas do doador e do
aceitador (equacao 13):

1

7 b ea@a*da]" (13)

9000 In(10)K2 DY
12815 N 4n*

RO = [

Em que x é o fator de orientacdo relativa entre os dipolos do doador e do aceitador de
energia, ®9 ¢é o rendimento quantico de fluorescéncia do doador na auséncia do aceitador, n é o
coeficiente de refracdo do meio, N, € 0 nimero de Avogadro, I, (A) € 0 espectro de emissédo do

doador normalizado e €4 (1) € o coeficiente de absor¢do molar do aceitador.
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E possivel perceber, pelas equagdes (12) e (13), que a eficiéncia do processo de transferéncia
de energia via FRET é fortemente dependente do inverso da distancia entre doador e aceitador
(o< 1/r9).

A eficiéncia do processo (@) € calculada como a taxa de transferéncia de energia via FRET

dividida pela taxa de transferéncia de energia por outros meios do doador:

kT 1
O, = = 14
T kp+kr 1+(RL)6 ( )
0

Devido a forte dependéncia da eficiéncia deste processo com a distancia entre as moléculas,

este mecanismo é muito utilizado para medir distancias intermoleculares médias.

1.5.2. Mecanismo de Dexter ou Transferéncia de Energia de Curto Alcance

Enquanto que o mecanismo de FRET é comum para distancias da ordem de 2 nm a 20 nm,
0 processo de transferéncia de energia de Dexter acontece para distancias da ordem de 1 nm
[49,50].

O mecanismo de transferéncia de energia de Dexter ocorre quando a nuvem eletrdnica do
doador esta sobreposta a nuvem eletronica do aceitador. O doador encontra-se no nivel eletrénico
excitado e, ao sobrepor a nuvem eletronica do aceitador, ocorre algo parecido com uma “troca”,
onde o elétron que se encontra no estado excitado vai para a estrutura eletrbnica da molécula
aceitadora e um elétron do estado fundamental do aceitador vai para a estrutura eletrbnica da

molécula aceitadora, conforme representacdo esquematica na Figura 6.

s Troca de R ‘7?‘\_
elétrons
hv "
o1 oo o0 _e
0 A D A*

Figura 6. Representacdo esquematica do mecanismo de transferéncia de energia de Dexter, adaptado de
[49].
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Diferente do processo de transferéncia de energia via FRET, o mecanismo de Dexter € um

efeito puramente quéntico, ndo havendo anélogos classicos para a sua explicagéo [49].
A taxa de transferéncia de energia pelo mecanismo de Dexter € descrita pela equagéo (15),
retirada de [50]:
KR = %”K]’e_i (15)

Em que K é uma constante empirica, J” = JIp(A)sa(A)dA, L € o raio de Bohr médioe r é a

distancia entre doador e aceitador.

1.6.  Processos de Transferéncia de Carga

Segundo Lakowics [49], processos de transferéncia de carga também podem ser uma das

causas de supressdo da luminescéncia de uma molécula.

Um destes processos de transferéncia de carga é a transferéncia de elétron fotoinduzida
(photoinduced electron transfer, PET). Ao receber um féton, a molécula doadora (D) promove um
de seus elétrons para o estado excitado, conforme mostrado no diagrama da Figura 7. Este elétron,

em contato com a nuvem eletrénica da molécula aceitadora, pode ser “incorporado” pela molécula

aceitadora.
_ (DF - AR ¥
e N N— e
PET
_
hv
2 0 (O 8 0O
D: Ap D,,+ Ag

Figura 7. Esquema dos niveis de energia na PET, adaptado de [49].

Esta transferéncia ird gerar um radical com carga positiva (o doador) e um radical com

carga negativa no estado excitado (o aceitador):
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[D*] +[A] - [D*] +[A77] (16)

Importante ressaltar que este efeito, assim como o mecanismo de transferéncia de energia
de Dexter, ocorre apenas quando ha sobreposicdo das nuvens eletronicas, o que limita
significativamente o alcance deste processo (= 1 nm). Também cabe ressaltar que esta transferéncia
de carga pode ocorrer no sentido contrério, ou seja, o doador estd no estado fundamental e o
aceitador esta no estado excitado:

[D] + (4] - [D*] +[47] (17)
Outra forma de transferéncia de carga descrita na literatura é através da formacéo de um
complexo em que o elétron da molécula doadora ¢ “parcialmente” transferido. Este processo nao
necessita que haja energia luminosa envolvida. A formagéo de complexo pode ser descrita como:
[D] +[A] & [D%* -+ A%7] (18)
Vale recordar que quando o complexo dispersa energia por meios nédo radiativos tem-se a
supressao estatica.

A energia do estado de transferéncia de carga é dada pela equacéo (19):

Ey = Ep— By — Ec —a (s — 221

2e+1  4n2+2 (19)

Em que E; é a energia do estado de transferéncia de carga, E, é a energia de ionizacdo da
molécula doadora, E é a energia de afinidade eletrénica da molécula aceitadora, E. é a energia
coulombiana de estabilizacdo do complexo, a é uma constante empirica, € a constante dielétrica

do meio e n é o indice de refracdo do meio de formacdo do complexo.

Uma forma particular de formacdo de complexo de transferéncia de carga é através da
formacéo dos denominados exciplexos.

Os exciplexos sdo complexos excitados formados a partir da colisdo entre a molécula
doadora e a molécula aceitadora, sendo que uma delas esta no estado excitado. Desta colisdo é
formado um complexo no estado excitado, ou exciplexos (equacdes (20) e (21)):

[D] +[A"] & [(DA)'] (20)
[D*] + [4] & [(DA)"] (21)
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1.7.  Detergentes e Micelas como Modelos Biomiméticos de Membrana

Muitos dos compostos que possuem atividade bioldgica tem sua interacdo mediada pela
membrana celular. A membrana celular € um sistema bioldgico presente em todos 0s organismos
vivos, unicelulares ou multicelulares, possui alto nivel de organizacao e € responsavel pelo transito
de materiais entre o meio intracelular e o meio extracelular.

A membrana celular é composta pela bicamada de lipidios que separa o meio intracelular
do meio extracelular e diversas proteinas responsaveis por fazer a selecdo do que transita atraves
da membrana estdo incorporadas a esta dupla camada. Apesar da membrana ter aspecto fluido e
grandes alteragcdes na sua estrutura ao longo do tempo, convencionou-se apresentar a membrana de

acordo com o modelo estatico de Singer-Nicholson, conforme Figura 8.

Figura 8. Representacdo esquematica da membrana segundo o modelo de Singer-Nicholson, retirado de
[52]

A bicamada lipidica faz com que haja distintas regides na fronteira da célula. O interior da
bicamada é formado pelas caudas hidrofébicas dos lipidios, o que faz com que nao haja moléculas
de agua no interior da bicamada. A regido externa da bicamada, tanto para 0 meio extracelular,
guanto para o0 meio intracelular, € composta por uma regido de gradiente da constante dielétrica
que parte de um baixo valor na membrana até o valor da constante dielétrica da agua (ou do meio
plasmatico) [52,53].

Por ser a membrana celular a principal responsavel pela interagdo das células com o0 meio
exterior, conhecer como estas moléculas interagem com a membrana celular e 0s seus componentes

é de fundamental importancia no estudo de farmacos e de compostos para aplicacdes bioldgicas.
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Entretanto, sistemas vivos possuem grande complexidade e o estudo para avaliar a interacdo de
compostos em organismos vivos é demasiado dificultoso para uma abordagem inicial. Assim, ndo
é incomum o uso de modelos que simplifiquem os sistemas de modo a ser possivel estudar, de
forma mais simples, as interacOes e os efeitos que no meio biolégico ocorrem simultaneamente.

Uma maneira de simplificar o estudo da interacdo de possiveis FS com a membrana
plasmaética é o uso de micelas de algum surfactante como forma de mimetizar a membrana celular.
Micelas sdo agregados moleculares estaveis com conformacao esférica e formadas a partir de
moléculas anfifilicas [54].

Moléculas anfifilicas, ou surfactantes, possuem cabeca polar e uma calda apolar. Em
contato com a agua, ou meio polar, os surfactantes tendem a se agregar de modo a “blindar” a
regido apolar. Em baixas concentracdes, os surfactantes formam pequenos grupos agregados. Ao
atingir a concentracao conhecida como Concentracdo Micelar Critica (CMC) o surfactante passa a
formar agregados micelares (Figura 9).

E importante ressaltar que os agregados néo s&o estaticos e que sdo comuns as trocas de

surfactantes dos agregados com 0s mondmeros presentes no meio.

Concentracao

CMC

Figura 9. Representacdo esquematica da formacéo de micelas, adaptado de [53].

As micelas, assim como as bicamadas lipidicas presente nas membranas celulares, possuem
trés regides dielétricas distintas: (1) o meio interno, altamente hidrofébico, que possui baixa
constante dielétrica; (2) um gradiente de transi¢cdo proximo a superficie polar voltada para o meio
externo e (3) o meio externo em si. Estas caracteristicas fazem com que seja possivel o estudo da
interacdo de pequenas moléculas com o0 meio que possui diferentes constante dielétricas, uma

superficie polar e um meio hidrofébico, semelhante ao ambiente apresentado na membrana celular.
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1.8.  Albumina do Soro Bovino como Proteina Modelo

A Albumina é uma importante proteina presente no plasma sanguineo de animais e é
responsavel por carrear pela corrente sanguinea diferentes tipos de compostos que estdo presentes,
naturalmente ou que surjam no organismo [41]. Ainda, existem publicacdes que apontam que as
albuminas possuem elevada afinidade por tecidos tumorais malignos [55,56].

Por ser uma proteina muito abundante no corpo humano e ter grande influéncia na
distribuicdo de moléculas farmacoldgicas, o estudo da interacdo entre a referida molécula e
possiveis agentes terapéuticos é de fundamental importancia.

A Albumina do Soro Bovino (ASB) possui estrutura similar & Albumina do Soro Humano
(ASH), porém o custo de sua produgdo é muito menor, sendo um modelo importante e muito
utilizado para estudos prévios. A ASB tem peso molecular de 66,5 kg/mol e apresenta em sua
estrutura dois residuos de Triptofano, o que garante emissdo fluorescente ao ser excitada. O seu
pico de absorgdo 6tica é em A = 279 nm (g279 nm = 4,5 X 10° Mtcm™) e de emisséo é em 346 nm.
Importante ressaltar que em agua, a temperatura de 25°C, o ponto isoelétrico da ASB € em pH =

4,7, de maneira que em pH 7,0 a proteina se encontra negativamente carregada [57].

1.9.  Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi investigar a interacdo das porfirinas meso-
tetrasulfatofenil (TPPS4), anibnica, e meso-tetrametil piridil (TMPyP), catibnica, com o PQ
formado pelo nicleo CdTe e funcionalizado com acido 3-mercaptopropidnico (3-MPA), em meio
aquoso, na presenca e na auséncia de sistemas nano-organizados que mimetizem estruturas
bioldgicas, a saber: a proteina ASB e 0s seguintes surfactantes: N-hexadecil-N,N, dimetil-3-
3amonio-1-propano sulfonato (HPS), zwitteridnico; dodecil sulfato de sddio (SDS), anidnico;
brometo de cetil trimetil aménio (CTAB), catibnico; e 4-(1,1,3,3-tetrametilbutilfenil-polietileno
glicol (Triton X-100), neutro, em diferentes concentrac@es, utilizando técnicas espectroscopicas
UV-Vis a fim de averiguar a influéncia causada pela presenca das nanoestruturas na interacao entre
PQ e porfirina. O alvo deste estudo foi avaliar as perspectivas de usar os complexos

“porfirina...PQ” na fotobiologia e fotomedicina, principalmente na TFD e no DF.



2.  MATERIAIS E METODOS
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2.1.  Objetos do Estudo
2.1.1. Porfirinas

As porfirinas alvo do estudo desta tese sdo as sintéticas e soliveis em dgua meso-tetrametil
piridil (TMPyP) e a meso-tetrasulfatofenil (TPPS4) as quais as estruturas estdo apresentadas na
Figura 10.

N+
CH,
Figura 10. Estrutura molecular das porfirinas TMPyP (esquerda) e TPPS, (direita)

A porfirina TMPyP possui quatro grupos metilpiridil colaterais (Figura 10 - esquerda). De
pH 2,0 até pH 11,0, carga liquida dessa porfirina é +4 e dentro deste range ndo sdo observadas
alteracdes nas suas caracteristicas espectroscopicas. Em solugfes aquosas, 0 pico de absorcao Otica
mais intenso se localiza em A = 422 nm (banda de Soret) ¢ 0 maximo de emissdo fluorescente em
L =665 nm (Figura 11a). O decaimento temporal da fluorescéncia apresenta curva de decaimento
monoexponencial com tempo de vida médio de t = 4,8 ns (Figura 11b).
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Figura 11. a) Espectros normalizados de absorgéo otica (linha preta) e de fluorescéncia (linha vermelha)
de uma solugdo aquosa de TMPyP e b) curva de decaimento temporal da intensidade da fluorescéncia da
solugdo de 1,6 uM de TMPyP.

A porfirina TPPS4 possui quatro grupos colaterais sulfonato (Figura 10 - direita) carregados
negativamente. O ponto de pKa dessa porfirina é em pH 4,8 de forma que em meio de pH maiores
a porfirina se encontra em sua forma desprotonada, com carga liquida -4, e em meio de pH menores
que 4,8 a porfirina estd em sua forma biprotonada, com carga liquida -2. Isso implica que as
caracteristicas espectroscopicas da TPPS4 dependem fortemente do pH (Figura 12a,b). Em pH 4,0
(forma biprotonada) o pico de absorc¢éo encontra-se em 435 nm, o de fluorescéncia em 665 nm e o
tempo de vida médio do decaimento temporal da fluorescéncia é de (4,1 + 0,1) ns. Em pH 7,0
(forma desprotonada) a porfirina apresenta pico de absorgdo em 411 nm, pico de emissédo em 642
nm e tempo de vida médio do decaimento temporal da fluorescéncia de (9,6 + 0,1) ns.
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Figura 12. a) Espectros de absor¢éo 6tica e de fluorescéncia normalizados de uma solucéo aquosa de
TPPSs em pH 4,0 e 7,0 e b) Decaimentos temporais normalizados da intensidade de fluorescéncia da
porfirina TPPS4 com os respectivos tempos de vidaem pH 4,0e 7,0

Ambas as porfirinas utilizadas neste trabalho foram obtidas da empresa Midcentury
Chemicals e utilizadas sem nenhum processo de purificagéo adicional. As solucGes estoques foram
preparadas em agua mili-Q enquanto as amostras experimentais foram todas preparadas em tampao

fosfato de pH 6,8 inicial e forca i6nica 7,5 mM.

2.1.2. Pontos Quanticos

O PQ utilizado neste trabalho foi o CdTe-3-MPA. Este PQ possui um nucleo formado com
de Telureto de Cadmio (CdTe) e ndo apresenta casca (shell). A superficie do PQ foi funcionalizada
utilizando o acido 3-Mercaptopropidnico (3-MPA) como agente encapsulador para torna-lo soltvel

em agua (Figura 13).
Os PQs de CdTe sdo estudados ha algum tempo em aplicacdes bioldgicas [35,58,59].

Alguns estudos tem demonstrado a toxicidade do PQ de CdTe in vitro e in vivo, porém
algumas solugdes que contribuem para a diminui¢do do toxicidade do nanosemicondutor foram

apresentadas, como por exemplo a funcionalizagéo e a diminuicdo da dose aplicada [60,61].
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Figura 13. Representacdo esquematica simplificada do CdTe (direita) e estrutura quimica do acido 3-
Mercaptopropidnico, retirado de [32].

Os PQs utilizados neste trabalho foram integralmente fornecidos pelo Grupo de
Bioatividade de Compostos de Coordenacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP,
produzidos pelo Dr. Leandro N. C. Mé&ximo sob a supervisdo do Prof. Dr. Roberto Santana da
Silva. Os métodos de sintese utilizados para a producdo das nanoparticulas se encontram descritos
em [32,62,63].

As principais caracteristicas estruturais do PQ de CdTe-3-MPA como o didmetro médio
das particulas e as principais caracteristicas espectroscopicas, bem como os efeitos do pH nessas

caracteristicas estdo descritos na Secdo 3.1.2 desta Tese.

2.1.3. Modelos Biomiméticos

A proteina ASB utilizada como modelo de proteina nos estudos foi adquirida da Sigma
Aldrich. A solucdo estoque de ASB foi preparada em agua mili-Q com pH 6,8 e temperatura
ambiente. A proteina foi utilizada sem qualquer processo de purificacdo adicional. A concentragdo
da solucéo estoque de ASB foi determinada atraves de analises no espectrofotdmetro, em A =279
nm, utilizando o coeficiente de absor¢do molar € = 4,38 x 10*M1cm™.

Como modelos mimeticos de membranas foram utilizadas micelas formadas a partir de
quatro surfactantes diferentes. Alem do estudo do efeito das micelas formadas, foi estudada a
interacdo do surfactante com os sistemas porfirina, PQ e porfirina...PQ.

Os surfactantes utilizados foram: N-hexadecil-N,N, dimetil-3-3amdnio-1-propano
sulfonato (HPS); dodecil sulfato de sodio (SDS); brometo de cetil trimetil amonio (CTAB) e 4-
1,1,3,3-tetrametilbutilfenil-polietileno glicol (Triton X-100), todos adquiridos da Sigma Chemical
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Co. As solucdes estoques foram preparadas em agua mili-Q, pH 6,8 e temperatura ambiente. A
estrutura quimica dos surfactantes utilizados neste trabalho estdo apresentadas na Figura 14.

a) o b) CHy
I
CHS(CH2)1OCH20_ﬁ:0 CH.(CH 2)15_|?| L cH,
0 CH3
c CH o d : .
) [ CH  _CH ] ) CHy  CHy
CHalCHzks | o2 R0 HyC—C—CHyC (OCH,CH,);OH
CHa ° CH; CH;
Figura 14. Estrutura quimica dos surfactantes a) SDS, b) CTAB, ¢) HPS e d) Triton X-100 em meio

aquoso.

2.2.  Técnicas Experimentais

2.2.1. Espectroscopia de absorcédo 6tica

A espectroscopia de absorcdo Gtica é uma técnica espectroscopica utilizada para determinar
o perfil do espectro de absor¢cdo de uma amostra. Os principios do método de anélise de absorcéao
Gtica sdo bem conhecidos e estdo baseados na Lei Beer-Lambert — equagdo (22) [49,50].

A
AQY) = 1og’;’&)) = e(M)IC (22)

Em que £(A) é o coeficiente de absorcdo molar para aquela molécula no comprimento de

onda A, [ € o caminho 6tico e C € a concentracdo da amostra.

Neste trabalho foram utilizados os espectrofotometros Beckman Coulter 640 DU e
Ultraspec 2100 pro.

2.2.2. Flash-Fotolise

Além dos compostos estaveis, também estudamos as caracteristicas espectroscopicas e
temporais de transientes com tempo de vida curto tais como os estados tripleto das porfirinas e dos

seus complexos com PQ. Para esta pesquisa utilizamos a técnica de flash-fotolise.

A técnica de flash-fotdlise consiste em excitar a amostra com um curto pulso luminoso que
ird popular o estado excitado da molécula. Esta excita¢do ira gerar uma mudanca no perfil de

absorcdo da amostra e esta mudanca serd detectada utilizando uma fonte de luz continua, um
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monocromador e um detector (fotomultiplicadora) que iréo registrar as mudancas na absorcéo em

funcdo do tempo decorrido apds o pulso luminoso (Figura 15).

Fonte
Amostra Monocromador

Q- - S P
< l

Analisador

Pulso de luz

(Laser) —

Figura 15. Representacdo esquematica simplificada de um equipamento de flash-fotolise.

A diferenca entre a absorbancia antes (A1(1)) e depois (A2(1)) do pulso luminoso fornece a

absorcdo do estado transiente AA(A) de forma que:

AA(2) = A1 Q) — A2(Q) = (e1(A) — £2(A)) Ceransiente (23)

Em que e1(}) e &2(A) séo os coeficientes de absor¢do molar do estado fundamental e do

estado excitado respectivamente. Como os coeficientes de absorcdo molar sdo constantes ao longo
do tempo a absorbéancia do transiente depende apenas da concentracdo do estado excitado, que

varia com o tempo, sendo possivel observar o tempo de vida e decaimento da espécie transiente.

Para a excita¢do das amostras foi utilizado um pulso de A = 532 nm, com 5 ns de duragdo e
25 mJ de energia obtido a partir do segundo harmonico de um laser de Nd:Yag da Quantel. Os
espectros foram monitorados na regido dos 400 nm até 800 nm utilizando uma lampada de Xenénio
a 75 W, um monocromador da Scientech Inc., modelo 9030, e uma fotomultiplicadora Hamamatsu

R928 para a deteccdo.
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2.2.3. Espectroscopia estatica de luminescéncia

A luminescéncia emitida das moléculas a partir dos seus estados eletrénicos excitados pode
ser dividida em dois tipos: fluorescéncia e fosforescéncia [49]. O primeiro deles € a emissdo de um
féton pela molécula que ocorre devido ao retorno da molécula do estado excitado singleto para o
seu estado fundamental e possui tempo de vida da ordem de nanosegundos. O segundo é a emissao
de luz a partir do retorno do elétron do estado excitado tripleto para o estado fundamental e

apresenta tempo de vida da ordem de milisegundos.

O espectro de fluorescéncia estatico é a obtencdo da intensidade luminescente emitida por
uma amostra para cada comprimento de onda ap6s a excitacdo da amostra e é obtido por um
fluorimetro. Nesta técnica, é utilizado uma fonte de luz branca que atravessa um monocromador
em que é escolhido um comprimento de onda de excitacdo. A detec¢do é feita em um angulo de
90° para evitar efeitos de espalhamento. A luz emitida pela amostra passa por outro monocromador
e € detectada por sensores e registrada — vide Figura 16. Este processo é feito fixando-se o
comprimento de onda da luz de excitacdo e promovendo a varredura espectral pelo detector ao

longo do espectro luminoso.

Amostra Monocromador

!

Analisador

Monocromador

Figura 16. Representacdo esquematica simplificada de um fluorimetro.

Neste trabalho os espectros de fluorescéncia estaticos foram obtidos através de um aparelho

espectrometro Hitachi 7000.
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2.2.4. Espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo

A técnica de fluorescéncia com resolucdo temporal vem cobrir a lacuna deixada pelas
técnicas estaticas convencionais no estudo da evolugdo temporal dos estados excitados.
Inicialmente, um curto pulso de luz ¢ incidido sobre a amostra fazendo com que varias moléculas
na solucdo véo ao estado excitado. Estas moléculas, no estado excitado, podem retornar ao estado
fundamental por meio da emissdo de um foton — processos radiativos — ou através de processos ndo
radiativos, conforme j& detalhado no Diagrama de Jablonski (Figura 2). O detector é posicionado
com um angulo de 90° em relacdo a fonte de excitacdo e ird detectar a intensidade de emissao da

luz pela amostra em funcéo do tempo apds o termino do pulso de luz.

O decaimento temporal mais comum para emissdes de fluor6foros € o0 monoexponencial.

Neste caso a intensidade de fluorescéncia I(t) varia com o tempo da seguinte forma:

t
I(t) =Ie = (24)
Em que lo é a intensidade de emissdo imediatamente apos o pulso de luz de excitacdo e t €

o tempo de vida médio de fluorescéncia de todos os fluoréforos do mesmo tipo [49].

Quando mais de um fluoréforo esta presente na amostra, o decaimento apresenta um
conjunto de decaimentos exponenciais. Cada um com seu proprio tempo de vida. Os fatores pré-
exponenciais (amplitudes das componentes monoexponenciais) informam a contribuicdo do

fluordforo para a intensidade de emissdo total da amostra.

A técnica utilizada para realizacdo das medidas de fluorescéncia com resolucdo temporal

foi a “contagem de fotons unicos em correlagdo com o tempo” (do inglés, Time-Correlated Single

Photon Counting — TCSPC).

Em sintese, a técnica TCSPC consiste no uso de um pulso rapido de laser o qual € dividido
por um semi-espelho em dois feixes. Um dos feixes incidira sobre uma fotomultiplicadora e o outro
incidira diretamente sobre a amostra. O feixe incidido sobre a fotomultiplicadora dispara uma
rampa de tensdo linear com o tempo. Ao detectar o primeiro foton emitido pela amostra em uma
segunda fotomultiplicadora a rampa linear de tensdo para e € registrado a tensdo no momento da

deteccdo em um dos canais do analisador de amplitudes. Cada canal esté relacionado a uma tenséo
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e consequentemente a um intervalo de tempo. Ao fim, os dados séo colocados em um histograma
que ird refletir o perfil de decaimento temporal da amostra [49,50]. Um esquema simplificado do

equipamento utilizado nesta técnica esta apresentado na Figura 17 abaixo.

Inicia rampa
de tensdo

Detector
Monocromador

Amostra

\ - - | | - Detector Para ramNpa
| | de tensdo

—_— Conversor
P4 A Tempo-
Amplitude

Analisador
Pulso de luz multicanais

(Laser) T

—_—
=

Figura 17. Esquema simplificado de um fluorimetro com resolucéo temporal do tipo TCSPC.

Para a realizagdo dos experimentos com a técnica TCSPC foi utilizado como fonte de
excitacdo o laser de Titanio-Safira Tsunami 3950 bombeado pelo laser de estado s6lido Millena Xs
ambos os aparelhos fabricados pela Spectra Physics. Os pulsos utilizados continham 5 ps de largura
a meia altura e 8,0 MHz de frequéncia de repeticdo e foram controlados por um selecionador de
pulso pulse picker 3980 também fornecido pela Spectra Physics. As medidas foram feitas
utilizando o espectrometro L9000 da Edinburgh em um ajuste em “L” em relagdo a fonte. Para a
deteccdo utilizou-se a fotomultiplicadora Hamamatsu R3809U. O tempo médio de resposta do

aparato experimental foi de 100 ps.

2.2.5. Espalhamento ressonante da luz

Quando a luz incidente esta proximo da regido espectral de absorgdo 6tica do sistema, a
intensidade de luz espalhada por ele cresce drasticamente (efeito de espalhamento ressonante da
luz [64]). Este espalhamento é maior para particulas espalhadoras maiores. Desta forma, o
espalhamento ressonante da luz é uma técnica capaz de fornecer informacgdes qualitativas sobre a

formagéo de agregados e complexos [64,65].
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Os espectros de espalhamento ressonante da luz foram monitorados através do
espectrometro Hitachi FL4500, o qual o esquema simplificado estd mostrado na Figura 16. Para as
medidas efetuadas neste trabalho, foram utilizados, de modo sincronizados, os monocromadores
de excitacdo e de emissao de modo que foi realizada uma varredura da regido de 200 nm até 700

nm para cada amostra analisada.

2.3.  Metodologia Experimental

Todas as amostras foram preparadas em tampao fosfato com forca idonica 7,5 mM e pH 6,8
preparado a partir da diluicdo de 2,5 mM de NaH2PO4 e de 5,0 mM de NaHPO: em agua mili-Q.
As medidas que envolviam mudanca de pH foram realizadas utilizando o mesmo tampéo fosfato e

para alterar o pH foram utilizadas solugdes de HCI e de NaOH.

As solucdes estoques de TMPyP, TPPS4, CdTe-3-MPA, ASB, SDS, HPS, CTAB e Triton

X-100 foram preparadas em agua mili-Q.

O estudo do efeito do pH na solucéo de PQ foi feito conforme descrito em Secéo prdpria
(vide Secéo 3.1.1).

Os experimentos envolvendo TMPyP foram feitos em pH 6,8 e realizados em trés etapas
distintas. Inicialmente, estudou-se a interagcdo da TMPyP com o PQ. Isto foi feito de duas formas
distintas: primeiro monitorou-se as mudancas espectrais de uma solucdo de TMPyP titulada com
uma solucdo de CdTe-3-MPA e em seguida avaliou-se as caracteristicas espectrais da solucdo em
que se fixou uma concentracdo de CdTe-3-MPA e esta solucgéo foi titulada com TMPyP. Estudou-

se também as mudancas nos estados transientes e o espalhamento ressonante da luz desse sistema.

O mesmo procedimento descrito acima foi utilizado no estudo da interagéo entre TPPS4 e
CdTe-3-MPA, com a diferenca que, neste caso, 0s experimentos foram feitos em pH 4,0 e 7,0.

A interacdo do PQ com a ASB foi avaliada fixando uma concentracdo de PQ e titulando

esta solugcdo com ASB enquanto eram monitoradas as caracteristicas espectrais da solugéo.

Os estudos envolvendo as porfirinas consistiu no preparo de uma solugéo contendo
concentracgéo fixa de porfirina e de ASB e esta solugéo foi titulada com PQ em que os espectros de

absorcéo e de fluorescéncia eram monitorados. Em seguida a amostra foi preparada fixando a
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concentracédo de PQ e de porfirina e a solucdo foi titulada com ASB. O mesmo procedimento foi
utilizado com a porfirina TMPyP e com a porfirina TPPS4 em pH 4,0 e 7,0.

Por fim, os estudos com os surfactantes seguiram a mesma metodologia acima descrita para
todos os surfactantes e as duas porfirinas. Fixou-se uma concentragdo de porfirina e de surfactante
e a solucdo foi titulada com PQ enquanto as mudancas espectrais eram monitoradas. Em seguida,
preparou-se uma solucgé@o contendo porfirina e PQ e titulou-se com surfactante. O procedimento se
repetiu para TMPyP e para TPPS4, esta ultima em pH 4,0 e 7,0.

Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente de (24 + 1) °C.



3. RESULTADOS E DISCUSSOES
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3.1.  Caracterizacao dos Pontos Quanticos
3.1.1. Efeito do pH nos espectros de absor¢ao dtica dos PQs de CdTe-3-MPA

O estudo do efeito do pH nas caracteristicas espectroscépicas do PQ de CdTe-3-MPA foi
realizado em solugdo tampéo fosfato com pH inicial de 6,8. Utilizando-se de aliquotas de HClI e de
NaOH para diminuir ou aumentar o pH da solugdo. Essa variacdo foi monitorada com o auxilio de

um pHmetro. As medidas espectrais foram realizadas no intervalo entre pH 2,0 e pH 9,0.

O experimento foi realizado em diversas concentragdes de PQ para que fosse avaliada a
influéncia da concentragéo na protonacao e desprotonagdo do CdTe-3-MPA. Os resultados estdo

mostrados na Figura 18a e b.
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Figura 18. a) Espectros de absorcéo 6tica da solucéo de 100 nM de CdTe-3-MPA em diferentes pHs e b)
Absorbancia em fungdo do pH em 4 = 225 nm.

Analisando os valores da absorbancia do PQ em A = 255 nm (Figura 18b), percebe-se que
h& um aumento linear da absorcéao 6tica quando o pH varia de 2,0 até 4,0. De acordo com [66] esta
mudanga esta associada com a desprotonacao do grupo funcional 3-MPA do PQ que, para valores
de pH baixos, encontram-se na forma protonada e apresenta carga total nula. Baseando-se nos
dados da Figura 18b podemos considerar o ponto de pKa em pH < 4,0. Entretanto, de acordo com
[67] o ponto de pKa do grupo 3-MPA é em pH 4,34. A diferenca observada esta, provavelmente,

associada ao efeito do nicleo de CdTe nas caracteristicas do grupo funcional.
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Prosseguindo na anélise da Figura 18b, observa-se um plat6 no pico de absor¢éo ética entre
0spHs4,0e7,5.

Em pH 7,5 o grupo OH da molécula de MPA tende a sofrer desprotonacdo causando maior

aumento na intensidade da absorcéo otica da solugdo de PQ.

Os dados apresentados garantem que no intervalo de pH 4,0 até 7,5, os quais todos 0s

experimentos foram realizados, o estado de protonacdo do Cde-3-MPA € constante.

3.1.2. Caracteristicas espectrais e estruturais dos PQs de CdTe-3-MPA
Os estudos das caracteristicas do PQ de CdTe-3-MPA foram realizados em pH 6,8.

O diametro médio (D) e o coeficiente de absorcdo molar (&) foram obtidos através do
calculo empirico (equacdes (x) e (y)) que utiliza do comprimento de onda do pico de absorcao 6tica
caracteristico do PQ (1) [68].

D =(9,8127 x 107)A% — (1,7147 x 1073)A% + (1,0064)1 — 194,84 (25)
€ = 10043 x D>12 (26)

Os espectros de absorcao 6tica e de luminescéncia normalizados do PQ de Cde-3-MPA

estdo mostrados na Figura 19.
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Figura 19. Espectros normalizados de absorcao ética e de luminescéncia do PQ de CdTe-3-MPA.
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Observa-se que 0 pico de absorcdo ética se encontra em A = 505 nm. Assim, utilizando as
equacdes (25) e (26) o didmetro meédio das particulas € D = 2,5 nm e o coeficiente de absor¢ao

molar é ¢ = 7,0 x 10° Mlcm™.

Os valores encontrados pelas equagdes (25) e (26) de D e de ¢ foram utilizados para a
determinacdo, de maneira indireta, da concentragdo do PQ nas solucdes utilizadas nos

experimentos.

O espectro de emissdo do CdTe-3-MPA abrange desde os comprimentos de onda entre 500
nm e 600 nm com pico de emissdo em 555 nm (Figura 19).

Analisando o decaimento temporal da intensidade de luminescéncia do CdTe-3-MPA foi
obtida curva biexponencial apresentada na Figura 20.
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Figura 20. Decaimento da intensidade normalizada do PQ de Cde-3-MPA em func¢éo do tempo com Jexc
=500 nm e Zem = 600 nm.

Foi realizado o ajuste do decaimento da luminescéncia do PQ conforme a equagéo (27):
-t -t
I =1le /o1 + Ie /22 27)

Em que | é a intensidade de luminescéncia, I, = (0,20 = 0,01) e I> = (0,80 = 0,01) sdo as
amplitudes das componentes e 11 = (0,63 + 0,02) ns e 72 = (18,8 + 0,1) ns sdo 0s tempos de vida

das respectivas componentes.
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A existéncia de diversas componentes de decaimento da luminescéncia do PQ esta
associada a presenca de diversos elementos estruturais da nanoparticula, tais como: o ndcleo e a

camada de funcionalizacao.

O tempo de vida mais curto estd associado com a aniquilacdo do par elétron-buraco no
interior do ndcleo da nanoparticula e o tempo de vida mais longo € devido a aniquilacdo do par
elétron-buraco na camada de funcionalizacgéo [69,70]. O tempo de vida 11 € associado ao nucleo do

PQ enquanto que o tempo 12 € associado a sua camada de funcionalizacéo.

3.2.  Interacéo entre a porfirina TMPyP e CdTe-3-MPA
3.2.1. Interacédo entre TMPyP e CdTe-3-MPA

Os resultados envolvendo a interacdo entre TMPyYP e o PQ de CdTe-3-MPA que seréo
apresentados a seguir se encontram publicados em [32] e foram obtidos durante o trabalho de
mestrado [71]. Estes resultados foram aqui inseridos para complementar os dados obtidos durante
o desenvolvimento do trabalho de doutorado e auxiliar na compreensdo e no desenvolvimento

I6gico do trabalho visto ser este a continuagdo daquele.

A adicdo de CdTe-3-MPA na solucdo de TMPyP provoca mudancas significativas nos
espectros de absorcdo ética e de fluorescéncia da porfirina (Figura 21a,b). A amplitude do pico de
Soret da absorgdo otica (A =422 nm) da solugdo de TMPyP tem sua intensidade reduzida conforme
se aumenta a concentracdo do PQ no meio. Além disso, é possivel notar o surgimento de uma nova

banda de absor¢ao em A =455 nm.

Outro ponto a se destacar ¢ o aparecimento de um ponto isobéstico em A = 437 nm,
demonstrando que coexistem duas espécies em equilibrio, sendo este equilibrio entre a porfirina
TMPyP em sua forma livre e uma nova espécie formada a partir da interacdo entre a porfirina e o

PQ. A nova espécie € associada a formacdo do complexo TMPyP...CdTe-3-MPA.
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Figura 21. Espectros de a) absorcéo 6tica e de b) fluorescéncia excitando em lexc = 432 nm da
solucgéo de 3,0 uM de TMPYP na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes CdTe-3-
MPA [32].

Ha& na literatura trabalhos que demonstram a formacdo do complexo de transferéncia de
carga envolvendo CdTe funcionalizado com &acido TGA, que tem carga negativa, e a porfirina
TMPyP [35]. Os resultados mostrados na Figura 21a,b, juntamente com o ja conhecido na
literatura, além de toda a discussdo ja apresentada na Dissertacdo de Mestrado [71], permitem
inferir que o pico de absorcdo surgido em 455 nm esté associado a formacao de um complexo de
transferéncia de carga TMPyP...CdTe-3-MPA.

O espectro de fluorescéncia tem o pico de emissdo deslocado de 655 nm para 632 nm e,
além do deslocamento, ha também a supressao da fluorescéncia, indicando que este novo pico de
emissdo atribuido a fluorescéncia do complexo possui menor intensidade de luminescéncia quando

comparado ao PQ.

A constante de Stern-Volmer da supresséo da fluorescéncia da TMPYP causada pela adi¢ao
de PQ foi calculada a partir do ajuste da intensidade integral de fluorescéncia em funcdo da
concentracdo de CdTe-3-MPA utilizando a equacgéo (6), Figura 22. Foi feito o uso da intensidade

integral da fluorescéncia na analise dos experimentos para diminuir os erros experimentais.
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Figura 22. Ajuste da intensidade integral da fluorescéncia da TMPyP com adi¢édo de CdTe-3-
MPA utilizando a equacéo de Stern-Volmer [32].

A constante de Stern-Volmer calculada foi Ksv = (6,0 +0,5) x 10° M.

Avaliou-se ainda o decaimento temporal da fluorescéncia da TMPyP na auséncia e na
presenca de diferentes concentragdes de CdTe-3-MPA (Figura 23).
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Figura 23. Decaimento temporal de fluorescéncia normalizado da solugéo de 3,0 uM de TMPYP na
auséncia e na presenca de diferentes concentracdes de CdTe-3-MPA, iexc = 490 nm e lem = 650 nm
[32].

Inicialmente, a curva obedece ao decaimento monoexponencial. A presenca do PQ na

solucéo a torna biexponencial.

Os tempos de vida das componentes de decaimento ndo apresentam dependéncia com a

concentracdo de PQ no meio.
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Os tempos de vida obtidos foram 11 = (5,3 £0,2) nse 2 = (1,6 £ 0,2) ns. O tempo de vida
11 estd associado com a TMPyP em sua forma pura, conforme ja determinado em [72]. O tempo de
vida T2, por sua vez, ndo estd associado a TMPyP e nem aos tempos de vida observados no
decaimento do PQ de CdTe-3-MPA, apresentados na Secdo 3.1.2. Desta forma, associa-se este
tempo de vida ao complexo de transferéncia de carga TMPyP...CdTe-3-MPA, indicando que este
possui caracteristicas espectrais proprias.

Como os tempos de vida da fluorescéncia das solucbes estudadas ndo dependem da
concentracdo de PQ, para analisar as contribuicOes e os efeitos causados pela formacdo de
complexo no perfil de emissdo da amostra foi utilizada a razéo entre os valores das amplitudes de

cada componente em relacdo a soma das amplitudes das componentes, conforme equacéo (28):

Ri=—1t — i=12..n (28)

T Lttty

Em que R; é a contribuicdo da componente i, l; € a amplitude da componente i e n é 0

namero total de componentes.

Calculando todos os valores de R1 e R2 e comparando em fungéo da concentracdo de PQ €
possivel notar que as componentes tem comportamentos opostos em relacdo a adi¢do de CdTe-3-
MPA (Figura 24). Isso reforca a ideia de que 0 aumento da concentracdo de PQ no meio consome
a porfirina livre para formar o complexo TMPyP...CdTe-3-MPA. Outro ponto que reforca a ideia
da formacdo do complexo é justamente o fato de que os tempos de vida das componentes temporais
ndo sofreram modificacdes significantes com a adicdo do CdTe-3-MPA na solugdo, o que

demonstra que a supressdo da fluorescéncia observada na Figura 21a acontece de forma estatica.
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Figura 24. Contribui¢ao da componente longa (1, preto) e da componente curta (2, vermelha) do
decaimento da intensidade de luminescéncia da solucéo de 3,0 uM de TMPyP em fungéo da concentragéo
de CdTe-3-MPA [32].

Da mesma forma que a adi¢do de Cde-3-MPA na solucdo de TMPYP gera o surgimento de
um novo pico de absor¢do, além da supressdo da fluorescéncia, tem-se que quando se adiciona
TMPyP a solugdo contendo CdTe-3-MPA ¢ induzido a formacdo de um novo pico de absor¢édo

com pico em 455 nm, conforme observa-se na Figura 25a.
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Figura 25. Espectros de a) absorcéo 6tica de b) fluorescéncia da solugdo de 0,5 uM de CdTe-3-MPA em
diferentes concentracfes de TMPyP usando como linha base de absorcéo a solu¢éo de CdTe-3-MPA,
Aexc =490 nm [32].

Na Figura 21a, 0 novo pico de absorcao é observado em A = 455 nm. Este é exatamente o

mesmo valor que esta observado na Figura 25a. Essa coincidéncia indica que o pico observado na
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Figura 25a também est4 associado a formacdo do complexo TMPyP...CdTe-3-MPA, sendo este

comprimento de onda (A = 455 nm) o pico de absor¢do do complexo.

A luminescéncia do sistema (Figura 25b) apresenta diminuicdo em sua intensidade com a
adicdo da porfirina. Fazendo a razdo entre a intensidade integral da luminescéncia na auséncia de
porfirina e a intensidade na presenca de TMPyP, em fun¢do da concentragdo (Figura 26), € possivel
observar que ndo ha relacéo linear entre essas grandezas, ndo sendo possivel a aplicacdo da equacéo

de Stern-Volmer (equacao (6)).

0,0 2.0x107  4,0x107  6,0x10"
[TMPYP] (M)

Figura 26. Razdo entre a intensidade de fluorescéncia inicial do PQ na auséncia de porfirina e na
presenca de diversas concentragdes de TMPyP.

Nos casos em que a supressdo da fluorescéncia ndo se lineariza é possivel utilizar a equacao

de Stern-Volmer modificada, mostrada na equagéo (11).

Lembrando que f é a fracdo de fluoréforo acessivel ao supressor, [Q] é a concentracdo de

supressor, Ksy é a constante de Stern-VVolmer. Ajustando as intensidades obtidas na Figura 25b.
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Figura 27. Ajuste da intensidade integral de fluorescéncia da solucéo de 0,5 uM de cdTe-3-MPA pelo
inverso da concentracdo utilizando a equacéo de Stern-Volmer modificada (equacéo (11)) [32].

Os valores obtidos a partir do ajuste mostrado na Figura 27 foram de f = 1,17 £ 0,05 e Ksv
=(5,0+0,3) x 105 ML,

Conforme discutido em [32,69,71,73], os valores de f comumente se encontram entre O e 1,
porém existe a possibilidade do valor de f ser maior que 1. Isso ocorre quando ha mais de um
fluoroforo acessivel para cada supressor. O valor de Ksy € compativel com o valor obtido para a

taxa de formacdo de complexo calculada quando se adiciona PQ na solucdo de TMPyP.

Tanto a adicdo de CdTe-3-MPA na solu¢do de TMPyP, quanto a adicdo de TMPyP na
solucdo de CdTe-3-MPA causam aumento da intensidade do espalhamento ressonante das solucgdes
analisadas (Figura 28). Isso indica que o tamanho das particulas que estdo espalhando luz esta
aumentando, conforme se aumenta a concentracgdo de PQ ou de porfirina no meio [64,65].



RESULTADOS E DISCUSSOES| 46

14001 ' [CdT(eJ-B-IMPA], M
@ 1200 — 0,6 1
% > —_— 0,9
e 9"1000- :12 1
g é 800- ' :
2 5 600- ]
€ § 400- !
3
200 .
04

200 300 400 500 600 700
Comprimento de onda, nm

Figura 28. Espectros de espalhamento ressonante da luz da solucéo de 3,0 uM de TMPyP na auséncia e
na presenca de diferentes concentracgdes do PQ de CdTe-3-MPA [32].

Os dados indicam que cada molécula de TMPyP esta suprimindo a luminescéncia de
diversas moléculas de PQ, formando o complexo. Porém, ao observar a curva obtida através do
ajuste da intensidade integral de fluorescéncia utilizando a equacao de Stern-Volmer modificada
(Figura 27) € possivel notar que o ajuste permanece linear, mesmo quando as concentracfes de
TMPyP séo iguais ou muito maiores que as concentra¢des de CdTe-3-MPA. Esta linearidade indica
que a suposicao de que cada porfirina produz complexo com diversos PQs esteja incorreta. A nossa
proposta € que esta havendo a formacdo de um complexo envolvendo diversos PQs e moléculas de
porfirinas através da formacdo de uma rede em que as porfirinas estdo ligadas as moléculas
funcionalizantes dos PQs. A Figura 29 apresenta um esquema simplificado de como seria 0
complexo do tipo rede formado entre as nanoparticulas de CdTe-3-MPA e a porfirina TMPyP.
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Figura 29. Esquema gréfico do complexo tipo rede formado entre PQs CdTe-3-MPA e moléculas da
porfirina TMPyP [73].

E bem conhecido da literatura que ao se irradiar a solugio de TMPyP com pulsos curtos de
luz ha a formacdo de estados excitados tripletos da molécula [43,72,74]. Estes estados tripletos da
TMPyP possuem um espectro diferencial de absorcdo em relagcdo ao espectro da porfirina em seu
estado fundamental. Este espectro foi aferido utilizando a técnica conhecida como flash-fotélise

(vide Secéo 2.2.2) conforme visto na Figura 30a.
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Figura 30. a) Espectro diferencial do estado tripleto da TMPyP (preto) e do estado excitado do complexo
TMPyP...CdTe-3-MPA (vermelho) e b) curvas de decaimento na auséncia de oxigénio do estado tripleto
da TMPYP e do complexo TMPyP...CdTe-3-MPA em seu estado excitado [32].
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Na Figura 30a é possivel observar o espectro diferencial do estado excitado da porfirina
TMPyP (linha preta) e o espectro diferencial de absor¢éo do estado excitado da solugéo contendo
0,7 uM de TMPyP e 700 nM de CdTe-3-MPA.

A concentracdo de PQ utilizada é suficiente para garantir que toda a porfirina fora
consumida e transformada em complexo TMPyP...CdTe-3-MPA.

Observa-se, ainda, que o espectro do diferencial da absorc¢éo do complexo é deslocado para
o vermelho em relagéo ao espectro do diferencial da TMPyP.

O decaimento temporal do estado tripleto da TMPyP apresenta a forma monoexponencial
(f(t) = foe™) e, ajustando os dados da Figura 30b obtém-se o valor da constante de decaimento
temporal 1 = (170 £ 10) ps. A presenca do oxigénio molecular causa uma grande diminuigdo no
tempo de vida do estado tripleto da porfirina. Isso acontece devido a transferéncia de energia entre

a porfirina no estado excitado tripleto e o oxigénio molecular.

A constante de supressdo bimolecular, kq, do estado tripleto da porfirina em funcéo da

supressdo causada pelo oxigénio molecular é determinada utilizando a equacéo (29).

Em que ko é a constante de decaimento do estado tripleto na auséncia do oxigénio
molecular, k é a constante de decaimento do estado tripleto na presenca de oxigénio e [O2] é a
concentracdo de oxigénio. O valor calculado kg1 = (2,2 + 0,2) x 10° Ms? (Figura 31) é muito
préximo ao valor caracteristico para o processo ocorrendo na dgua que esta controlado pela difuséo
[43].
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Figura 31. Ajuste da equacéo (29) da constante de decaimento do estado tripleto em funcéo da
concentracdo de oxigénio presente no meio [32].

Na auséncia de oxigénio, a curva de decaimento do estado excitado do complexo é
monoexponencial. Apresenta tempo de vida do estado tripleto de 40 ps. O valor de kq2 causado
pela supressio desse estado pelo oxigénio é de kg2 = (1,8 + 0,6) x 10° M1s%, que é um valor muito
préximo ao observado para a supressao do estado tripleto da TMPyP via colisdo. Esses resultados
implicam que a supressdo aparece via colisdo entre o complexo em seu estado excitado e as
moléculas de oxigénio molecular e pode ser associado a um complexo de transferéncia de energia

ao oxigénio.

3.2.2. Conclusoes Parciais

E possivel finalizar esta se¢do apontando que a interagdo entre TMPyP e CdTe-3-MPA em
solucdo aquosa se manifesta através da formacdo de um novo produto, o qual tem caracteristicas
espectrais proprias. Este produto é associado a um complexo de transferéncia de carga entre a
porfirina e 0 PQ e se forma entre o grupo negativamente carregado do acido 3-MPA, grupo que
funcionaliza 0 PQ de CdTe, e o grupo metilpiridil da porfirina, que tem carga positiva. Este
complexo, quando submetido a irradiacdo de curtos pulsos de luz, gera estado excitado tripleto e
pode ser suprimido pelo oxigénio molecular devido a transferéncia de energia entre o complexo

em seu estado excitado e o oxigénio molecular.
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3.3.  Interagéo entre a porfirina TPPSs e 0 PQ CdTe-3-MPA

Os resultados apresentados nesta secdo se encontram publicados em [62] e foram obtidos
parcialmente durante o trabalho de mestrado [71] e o restante durante as pesquisas que deram
origem a esta Tese.

Conforme ja descrito na Se¢do 2.1.1, a porfirina TPPS4 pode ser desprotonada, mono ou
biprotonada a depender do pH do meio (os pontos de pKa de mono e de biprotonacdo &0 muito
préximos de pH 4,8). A protonacéo reduz a carga liquida da forma desprotonada da TPPS; de -4
para -2, além de gerar mudancas nas caracteristicas espectrais de absorcéo e de florescéncia da
porfirina — Figura 12.

Ja foi observado em estudos prévios [65] que a presenca de ions em pH 4,0 pode provocar
a formacéo de agregados de TPPS4. A dindmica de agregagdo depende da concentragdo de ions,
sendo mais lenta (até horas), quando esta concentracdo é baixa. A formacdo de agregado pode
interferir diretamente na interacdo entre PQ — TPPSs4, Por isso, para este estudo, foi utilizada a
solugé@o com forcga idnica baixa (7,5 mM), para que o processo de agregacdo fosse mais lento e ndo
interferisse nos resultados da interacdo entre porfirina e PQ. Além disso, a agregacdo da TPPS4
produz algumas mudancas espectrais muito especificas, conforme observado em [65,75]. Assim
sendo, neste estudo o efeito da agregacdo da porfirina foi considerado desprezivel em relacdo aos
efeitos estudados da interagéo.

3.3.1. Efeitos do CdTe-3-MPA nas caracteristicas espectrais da TPPS4

A adicdo de PQ na solucdo de TPPS4, em pH 4,0, quando a porfirina se encontra na sua
forma biprotonada, causa mudancas drasticas nos espectros de absorc¢do e de fluorescéncia da
porfirina — Figura 32a,b.
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Figura 32. Espectros de a) absorgdo otica e b) fluorescéncia (Aexc = 420 nm) da solugdo de 1,6 uM de
TPPS4 em pH 4,0 em fungéo da concentracéo do PQ CdTe-3-MPA [62].

Para solucBes com [CdTe-MPA] > 350 nM, as mudancas espectrais ja estavam saturadas e
ndo havia mais qualquer resquicio da solucdo em sua forma biprotonada inicial. O que se observa
é que o espectro final de absorcdo e de fluorescéncia estdo com a aparéncia mais proxima do

espectro observado em pH 7,0, caracteristico para forma da porfirina desprotonada (Figural2a).

O tempo de vida da fluorescéncia observado para a porfirina em sua forma pura, em pH
4,0, (forma biprotonada) foi de T = (3,6 + 0,2) ns. Na presen¢a do PQ, uma nova componente surge,
tornando o decaimento biexponencial — equagéo (27). Os tempos de vida observados sdo 11 = (3,6
+0,2) ns e 72 = (10 = 1) ns. O primeiro tempo de vida é o tempo caracteristico da fluorescéncia da
solugdo de porfirina em pH 4,0. J&4 o tempo de vida mais longo é associado ao caracteristico da

porfirina TPPS4 em sua forma desprotonada, conforme ja discutido em [76].
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Figura 33. Decaimento temporal da intensidade de fluorescéncia de TPPS4 para diferentes concentragoes de
CdTe-3-MPA (Aex = 420 nm, Aem = 650nm). Inserto: Dependéncia das contribui¢des das componentes do
tempo de vida curto (pontos pretos) e do tempo de vida longo (pontos vermelhos) do decaimento da
intensidade de fluorescéncia da TPPS, em funcéo da concentracéo do PQ de CdTe-3-MPA [62].

E possivel observar na Figura 33 e seu inserto que a contribui¢do da componente de menor
tempo de vida da fluorescéncia cai enquanto a componente relativa ao maior tempo de vida

aumenta para maiores concentracdes do PQ.

Esses efeitos, quando olhados em conjunto, mostram que o PQ de CdTe-3-MPA induz a
desprotonacao da porfirina TPPS4 em meio &cido, pH 4,0. Isso pode ser associado ao fato de que o
ponto de pKa dos grupos 3-MPA que funcionalizam este PQ é de pH 4,34 [67]. Em pH 4,0 alguns
desses grupos nao estdo protonados e serdo ligados com as moléculas biprotonadas de TPPS4
“capturam” os seus protons. Efeito similar foi observado na interacdo entre a TPPS4 em sua forma

biprotonada e nanoparticulas de maghemita (y-Fe203)) [77].

Utilizando as mudancas da intensidade da luminescéncia do sistema em funcdo da
concentracdo do PQ (Figura 32b), foi determinada a constante de ligacdo da porfirina com o PQ
através do ajuste da equacédo de Stern-Volmer — equacéo (6). O resultado obtido estd mostrado na
Figura 34 em que foi calculado um valor de Ksv = (2,4 + 0,2) x 10® Mcm™,
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Figura 34. Ajuste utilizando a equacéo de Stern-Volmer (equacéo (6)) da intensidade integral de
fluorescéncia de TPPS4 em fungéo da concentracio de CdTe-3-MPA [62].

A constante de supressdo bimolecular é calculada fazendo-se Kswz1, assim, utilizando os

valores ja encontrados acima:

6p7—1
k, =220 _ 67 x 1044M 1571 (30)
q 3,6X10~%s

O valor encontrado para a constante de supressao bimolecular é quatro ordens de grandeza
maior que a constante caracteristica dos processos controlados pela difusdo na 4gua, corroborando
para o fato de que o PQ ndo reduz o tempo de vida 11 das espécies e que a interagdo com o PQ é
realizada via mecanismo estatico, formando um complexo entre essas duas espécies. Neste caso,

Ksv pode ser considerada a constante de ligacdo entre a TPPS4 e 0 PQ de CdTe-3-MPA.

Foram realizados experimentos com a TPPS4 em pH 7,0 onde a porfirina fica em sua forma
desprotonada. Porém estes mostram que a adicdo de PQ na solucdo de TPPSs ndo apresenta

nenhuma modificacdo relevante nos espectros de absor¢édo ou de fluorescéncia da solucéo.

3.3.2. Efeitos da TPPS4 nas caracteristicas espectrais do CdTe-3-MPA

A adigdo de TPPS4 na solugdo de CdTe-3-MPA nao produz qualquer modificagdo nos
espectros de absorcdo do PQ em ambos os pHs estudados. Os espectros de luminescéncia do PQ

por sua vez séo afetados pela introducéo da porfirina no meio.
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Em pH 4,0, a adicdo de porfirina diminui a intensidade da luminescéncia da solugdo e
modifica o perfil do espectro de luminescéncia observado conforme observado na Figura 35a.
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Figura 35. a) Espectro de luminescéncia do PQ excitando em A = 350 nm em pH 4,0 em fun¢do da
concentragdo de TPPS4 e b) deconvolucéo gaussiana da luminescéncia do PQ na auséncia e na presenca
de 2,0 uM de TPPS4 [62].

Fazendo a deconvolugdo em curvas gaussianas dos espectros de luminescéncia se observa
a presenca de duas componentes gaussianas cujos perfis ndo dependem da concentragéo da TPPS4
no meio (Figura 35b). E possivel perceber que a adicdo de TPPSs no meio, além de diminuir a
intensidade total da luminescéncia, diminui a intensidade da componente de menor comprimento

de onda (A1 = (577 = 1) nm) em relagdo a de maior comprimento de onda (A2 = (625 £ 3) nm).

Utilizando a equacgéo de Stern-VVolmer modificada para a intensidade integral calculou-se a

constante de Stern-Volmer e o fator de acessibilidade para cada componente, conforme Figura 36.
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Figura 36. Ajuste da equacio modificada de Stern-Volmer para a supressao das componentes da
luminescéncia do PQ de CdTe-3MPA de menor comprimento de onda (pontos pretos) e de maior
comprimento de onda (pontos vermelhos) na auséncia e na presenca da porfirina TPPS4.

Observando a Figura 36 é possivel perceber que os ajustes se encaixam de forma linear
tanto para a componente de maior comprimento de onda (vermelho), quanto para a componente de
menor comprimento de onda (preto). Os ajustes mostram que o valor da constante de Stern-Volmer
e o respectivo fator de acessibilidade para a componente de menor comprimento de onda é de Ksv1
=(8,8+0,5) x 10° M e f; = 0,95 + 0,06 e para componente de maior comprimento de onda Ksvz
=(2,2+0,2) x 10° Mt e f, = 0,68 + 0,04. Nesse pH (= 4,0) também foram analisados os efeitos da
adicdo da porfirina no tempo de vida da luminescéncia da solucéo de PQ (Figura 37)
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Figura 37. Decaimento temporal da intensidade de fluorescéncia do CdTe-3-MPA em pH 4,0 na auséncia
e na presenca de diferentes concentracdes de TPPSs (Aex = 350 nm, lem = 650 nm).[62].
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Através da Figura 37 foi possivel ajustar o decaimento temporal da intensidade de
luminescéncia do PQ utilizando uma fung&o com trés componentes exponenciais. Os tempos de
decaimentos temporais calculados foram t1 = (0,44 £ 0,04) ns, 12 =27 £ 5)nse 13 = (2,9 £ 0,7)

ns.

A contribui¢ao da componente t3 € muito baixa em comparagdo com as outras componentes
(aproximadamente 10 vezes menor que a primeira e 2 vezes menor que a segunda). Além disto, o
valor deste tempo € bastante proximo ao valor do tempo de vida da fluorescéncia forma biprotonada
da porfirina TPPS4. Por isso, associamos esta componente a presenca de algumas espécies de TPPS4

biprotonadas livres no meio.

As componentes 1 e 2 sdo associadas com a luminescéncia do PQ, pois o CdTe-3-MPA
possui apenas duas regides: o nicleo do PQ composto por CdTe e a superficie funcionalizada com
3-MPA. A presenca dos dois decaimentos (11 e 12) € explicada gragas a esta forma estrutural deste

PQ.

A adigdo de TPPS4 na solugao de PQ diminui o tempo de vida 11, de 0,44 ns para 0,33 ns,

porém mantém inalterado o valor do tempo de vida 12 em 27 ns.
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Figura 38. Contribui¢es da componente de menor comprimento de onda (Rs) e de maior comprimento de
onda (Rs) e da componente pré-exponencial do decaimento temporal da intensidade de luminescéncia do
PQ de maior tempo de vida (Rs) e de menor tempo de vida (Re) em pH 4,0 [62].
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Na Figura 38, R3 e R4 sdo as componentes de menor e de maior comprimento de onda dos
espectros de luminescéncia do PQ com adicdo de TPPSs, respectivamente, enquanto que Rs e Re

sdo as contribuicdes das componentes de maior e de menor tempo de vida.

E possivel observar a semelhanca entre as contribuicdes das componentes temporais e das
componentes gaussianas de intensidades de luminescéncia em fungdo da concentracdo de porfirina.
Isto indica que a componente de decaimento temporal mais curto esta associada a luminescéncia
da componente espectral de maior comprimento de onda e 0 mesmo vale entre a componente

temporal de maior tempo de vida e a componente espectral de menor comprimento de onda.

A componente luminescente de maior comprimento de onda e menor tempo de vida é
associada a recombinacdo do par elétron-buraco na regido externa do PQ e a componente de menor
comprimento de onda e maior tempo de vida é associada a recombinacéo do par elétron-buraco na

camada de funcionalizacdo do PQ [32,69].

Outro fator que corrobora com a afirmacéo acima séo os valores obtidos para as constantes
de supressao (Ksy) e fatores de acessibilidade (f) que séo, respectivamente, 4 e 1,4 vezes superiores
para a componente mais longa em relacdo a componente mais curta indicando que a componente
mais longa e de menor comprimento de onda esta associada a uma regido mais acessivel ao

supressor, ou seja, a regido superior do PQ.

As razes entre as constantes de supressao dos comprimentos de onda curto e longo do PQ
em funcéo da presenca de TPPS4 (Ksv1 e Ksvz2) e a constante de supressao da fluorescéncia da TPPS4
em funcdo da adicdo de PQ (Ksv) sdo, respectivamente, Ksvi/Ksv = 3,7 € Ksv2/Ksy = 0,9. Isso
significa que cada molécula de porfirina ligada ao PQ pode estimular a recombinacédo de trés a
quatro pares de elétrons-buracos na superficie externa do PQ, enquanto que no nucleo sera

estimulado apenas uma dessas recombinacdes.

Os experimentos em pH 7,0 mostram que a adi¢do de TPPS4 na solucdo de PQ néo é capaz
de gerar mudancas no espectro de absor¢édo do PQ, porém é observada uma redugéo da intensidade
do espectro de fluorescéncia do PQ, apesar de ndo haver mudangas no perfil deste espectro,

conforme ¢ observado na Figura 39a.
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Utilizando a equacéo de Stern-Volmer modificada para tratar os dados da Figura 39a, foram
obtidos os seguintes valores para a supressao da luminescéncia do PQ em funcéo do aumento de
concentracgdo da TPPS4: Ksvs = (2,5 +0,1) x 108 Mt e f3 = 0,37 + 0,03.
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Figura 39. a) Espectro de luminescéncia do PQ de CdTe-3-MPA em pH 7.0 para diferentes
concentragdes de TPPS4; b) Deconvolucdo Gaussiana do espectro de luminescéncia do PQ de CdTe-3-
MPA em pH 7.0, lex = 350 nm [62].

Foi realizada a deconvolucdo em gaussianas para estes espectros de fluorescéncia em pH
7,0 (Figura 39b). A deconvolucdo aponta que o espectro de luminescéncia € composto por duas
componentes contendo dois picos de emissdo em comprimentos de onda distintos, sendo a mais
curta em A1 = (578 = 2) nm e a mais longa em A2 = (620 = 3) nm, conforme é possivel constatar na
Figura 39b. Esses valores sdo muito proximos aos obtidos para a luminescéncia do PQ em pH 4,0
(Figura 35b), entretanto, neste caso a componente de menor comprimento de onda é predominante
em relacdo a componente de maior comprimento de onda. Provavelmente, a componente de menor
comprimento de onda € suprimida por prétons quando em pH 4,0, visto que neste pH a
concentragéo de protons no meio é da ordem de 10° vezes maior que em pH 7,0. Além disso, em
pH 4,0, os efeitos de supressao desta componente pela presenca de moléculas de TPPS4 protonadas
podem estar associados a transferéncia de prétons entre a porfirina e o PQ, conforme observada

nas mudancas espectrais da porfirina na Figura 35.

A Figura 40 mostra a curva de decaimento temporal da luminescéncia do PQ em pH 7,0. E

possivel observar que o ajuste utilizando trés componentes exponenciais se mostrou mais adequado
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para a anélise deste decaimento. Os tempos de vida encontrados pelo ajuste foram 11 = (0,35 *
0,07) ns, 2= (22 + 3) ns e 13 = (8,6 £ 0,6) ns. Estes valores de tempos de decaimento, bem como
suas respectivas componentes pré-exponenciais, nao sofreram qualquer alteracdo quando da adicéo

de porfirina TPPS4 na solugéo, independentemente da concentragdo de porfirina.

—
1

0 20 40 60 80
Tempo, ns

Intensidade de luminescéncia, u.a.

Figura 40. Curva de decaimento da intensidade de luminescéncia do PQ em pH 7,0, lex = 350 nm, Jem =
650 nm.

O primeiro e 0 segundo tempo de vida sdo proximos aos tempos de vida observados para o
PQ em pH 4,0, enquanto que o terceiro tempo de decaimento é préximo ao da fluorescéncia da
porfirinaem pH 7,0. Esse resultado corrobora para a hip6tese de que a terceira componente aparece

como um resquicio da fluorescéncia da TPPS4 seja em pH 4,0 ou em pH 7,0.

A diminuicdo da intensidade da luminescéncia do PQ com a maior concentracdo de
porfirina mostra que hd uma interacdo entre estas espécies em pH 7,0. A comparacao das constantes
de ligacdo obtidas a partir da supressao de fluorescéncia da TPPS4 pelo PQ (Ksv) e as constantes
de ligacéo obtidas a partir da componente de maior comprimento de onda da luminescéncia do PQ
(Ksv2) em funcdo da concentracdo de TPPS4 em pH 4,0, com a constante de ligagdo obtida atraves
da supressao da luminescéncia do PQ pela porfirina em pH 7,0 (Ksv3), mostra que esses valores
sdo praticamente 0s mesmos, porém a constante de supressdo para a componente de menor
comprimento de onda em pH 4,0 (Ksv1) é da ordem de 3,5 vezes maior que a constante Ksvs. A
constante Ksyv1 esté associada com a transferéncia de protons entre os grupos funcionais 3-MPA do
PQ de CdTe e a porfirina TPPSa.
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Baseando-se nas analises das caracteristicas espectrais da TPPS4 e do PQ de CdTe-3-MPA,
é possivel concluir que, em pH 4,0, a interagdo entre a porfirina e PQ ocorre via transferéncia de
protons entre a molécula de TPPS4 e os grupos funcionais do PQ, isso se da através do aumento do
nivel de protonacdo dos grupos 3-MPA e a supressdo da luminescéncia da componente de menor

comprimento de onda.

Apesar do exposto, apenas a transferéncia de protons ndo justifica a supressdo da
componente de comprimento de onda mais longo em pH 4,0, que esta associada ao ndcleo do PQ.
Também n&o explica a supressao da luminescéncia do PQ em pH 7,0, pois a porfirina encontra-se
desprotonada. Na tentativa de explicar os fendOmenos acima descritos, sugere-se que exista um
mecanismo de supressdo alternativo como, por exemplo, a transferéncia de energia entre o nucleo
do PQ e a molécula de TPPS..

Ha na literatura estudos que mostram que PQs sdo capazes de transferir energia para seus
supressores atraves do processo de FRET [77]. A distancia entre doador e aceitador do processo de

transferéncia de energia pode ser calculado através da equacéo (31):

r= Roé\E (31)

Em que o e 7 séo, respectivamente, os tempos de decaimento da luminescéncia na auséncia
e na presenga do aceitador e Ro é a distancia caracteristica de FRET para aquele par doador-

aceitador e pode ser calculada através da equacao (10) apresentada na Secao 1.5.1.

Para o célculo, foram utilizados os valores obtidos experimentalmente para o pH 4,0 de t,
0, Pd, ld(L) e €a(A). Assim, o resultado obtido para a distancia entre doador e aceitador foi de r =
(1,3 £ 0,2) nm. Este valor € semelhante ao valor do raio do PQ (1,25 nm) utilizado neste
experimento e demonstrado nas sessdes acima atraves da equacao (25). As coincidéncias destes
valores reforca a hipotese de que as moléculas de TPPS4 estéo se ligando a superficie do PQ. Esta
ligagdo com a superficie é necessaria ndo somente para a transferéncia de energia, como também

para a transferéncia de protons entre PQ e porfirina.

Em pH 7,0 ndo foi possivel realizar anélise semelhante a efetuada em pH 4,0, pois a
componente de menor tempo de vida da luminescéncia do PQ neste pH é muito pequena quando
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comparada com a mesma componente no pH mais acido, assim as mudancas nos valores sdéo muito

sutis, da ordem de grandeza do desvio experimental, inviabilizando uma analise fidedigna.

Também é interessante observar que a constante de ligacdo Ksy em pH 4,0, quando a
porfirina tem carga liquida -2 e o PQ tem carga neutra, é idéntica a constante Ksvz obtida em pH
7,0 quando a porfirina estd com carga -4 e o0 PQ esté carregado negativamente. Esperava-se que a
constante de ligacdo no pH neutro fosse menor que a constante de ligacdo obtida no meio mais
acido devido a repulséo eletrostatica ser maior neste do que naquele, porém isso ndo ocorreu. Uma
forma de tentar explicar o resultado é que, em pH 4,0, a energia transferida do PQ para a TPPS,4
acaba por compensar parcialmente a perda de fluorescéncia da porfirina produzida pela
transferéncia de protons, de forma que o valor obtido de Ksv acaba por ser mensurado como um

valor menor do que seu valor verdadeiro.

3.3.3. Conclusdes Parciais

Os experimentos com TPPSs e CdTe-3-MPA mostraram que por tras da transferéncia de
energia entre a PQ e porfirina existe a transferéncia de prétons que ocorre da porfirina para o PQ.
Esse processo se manifesta através das mudancas nos espectros de absor¢do das amostras, na
reducdo da intensidade dos espectros de fluorescéncia, na diminuicdo dos tempos de vida da

fluorescéncia da porfirina e nas mudancas observadas na luminescéncia do PQ.

O fator de acessibilidade em pH 4,0, em que a porfirina encontra-se biprotonada e com
carga -2 e 0 PQ encontra-se parcialmente protonado, mostrou-se maior quando comparado com 0s
valores obtidos em pH 7,0, em que a porfirina possui carga -4 e PQ com carga liquida negativa,
assim fica claro a importancia da interacdo eletrostatica na interacdo entre TPPS4 e CdTe-3-MPA.
Ainda assim, foram encontradas constantes de ligacdo de valores similares para os dois pHs e isto
pode estar associado ao fato que, em pH 4,0, a transferéncia de energia do PQ para a TPPS; atenua
a diminuicdo da fluorescéncia da porfirina produzida pela transferéncia de prétons para o PQ de

forma que a constante de ligacao aferida € menor que a constante de ligacéo real.

Também analisamos a luminescéncia do PQ de CdTe-3-MPA em que foi constatado que
esta possui duas componentes, cada componente com seu pico de emisséo e tempo de decaimento

proprio. Estas componentes estdo relacionadas com a aniquilagéo do par elétron-buraco no nucleo
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e na superficie funcionalizada. Nesse caso, o fator de acessibilidade é da ordem de 1,4 vezes maior
para o pico de menor comprimento de onda e a componente de maior tempo de vida, estas
componentes estdo relacionadas com a superficie funcionalizada, em relacdo a componente de
maior comprimento de onda e de menor tempo de vida, que sdo relacionadas a aniquilacdo do

éxciton no ndcleo do PQ.

3.4. Interacéo entre o PQ Cde-3-MPA, ASB e as porfirinas TMPyP e TPPS4

O estudo da interagdo do PQ de CdTe-MPA com a Albumina do Soro Bovino (ASB) foi
realizado utilizando-se como meio o tampdo fosfato de pH 7,0. Em pH 4,0 ndo foram observados
efeitos significantes na interacdo entre PQ e ASB nas concentracdes utilizadas.

Os resultados a seguir encontram-se publicados em [63].

3.4.1. Interacdo entre ASB e CdTe-3-MPA

Os espectros de absorcdo e de luminescéncia, estatica e com resolugdo temporal, foram
monitorados da solucdo de 200 nM do PQ de CdTe-3-MPA titulada com ASB (Figura 41a,b e
Figura 42).
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Figura 41. a) Espectros de absorcéo 6tica e de b) fluorescéncia da solucao de 200 nM de CdTe-MPA,
excitando em A = 450 nm, adicionando ASB [63].
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A ASB possui pico de absor¢do em A =279 nm e seu pico de emissdo tem maximo em A =
380 nm, quando excitado em seu pico de absorc¢do. A solugdo de CdTe-3-MPA com a adicdo de
ASB apresenta grande estabilidade, ndo sendo observada precipitacdo em intervalos de 24 horas.
A adicdo de ASB na solucdo de PQ ndo traz alteracdo no perfil de absorcdo do PQ (Figura 41a),
entretanto é observado um aumento significativo na luminescéncia do PQ, conforme aumenta-se a

concentracdo de ASB (Figura 41b e inserto).

O perfil de decaimento temporal da intensidade de luminescéncia do PQ quando excitado
em A = 480 nm na auséncia ¢ na presenca de diferentes concentracdes de ASB foi ajustado

utilizando uma funcéo de decaimento biexponencial.
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Figura 42. Curvas de decaimento temporal da intensidade da luminescéncia da solucéo de 200 nM de
CdTe-3-MPA (Jexc = 490 nm, Jem = 580 nm) na presenca de [ASB] = 0 e de [ASB] = 15 uM. Inserto:
Contribuicdo da componente de decaimento da intensidade de luminescéncia de maior tempo de vida (R2)
em fungéo da concentracédo de ASB [63].

Os tempos de vida do decaimento temporal da fluorescéncia da solugdo estudada foram
calculados em 11 = (0,9 + 0,1) ns e T2 = (20 + 1) ns. E possivel observar através da Figura 42 que
os tempos 11 € T2, bem como suas amplitudes, sofrem pequenas modificagdes com a adicao da ASB.
Para analisar esta variacéo foi utilizado o fator Rz, calculado utilizando a equagéo (28) com i = 2.
No inserto da Figura 42 estdo mostrados os valores de R, em fungéo da concentracdo de proteina.

E possivel observar que este resultado coincide com o observado ao analisar o crescimento da
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intensidade integral da luminescéncia do PQ em funcdo da concentracdo de ASB, conforme
mostrado no inserto da Figura 41b.

Este resultado leva a conclusdo de que o aumento na intensidade da luminescéncia do PQ
pode estar associada ao aumento da contribuicdo da componente de maior tempo de vida da
luminescéncia do PQ. Em contrapartida h4 uma diminui¢do na contribuicdo da componente de

tempo de vida mais curto.

Conforme ja discutido, a componente temporal de maior tempo de vida esta diretamente
relacionada as interacdes que ocorrem na superficie do PQ de CdTe-3-MPA, enquanto que a
componente de tempo de vida mais curto esta associada as interacdes ocorridas no nucleo do PQ.
Assim, chega-se a hipotese de que o aumento na intensidade da luminescéncia do PQ conforme
aumenta-se a concentracao da proteina ocorre devido a interacao entre a ASB e a superficie do PQ,
mais especificadamente o seu grupo funcional 3-MPA.

E possivel calcular a constante de ligacdo de sistemas em que a fluorescéncia aumenta
utilizando-se a equacao (32) abaixo:

1 1 1 1

(32)

I=-Imin  Imax—Imin  Umax—Imin)K [C]

Em que I, Imin € Imax S80 as intensidades integrais da luminescéncia da solucdo de PQ
contendo a concentracdo [C] de ASB, do PQ puro e da solucdo apds a saturacdo com ASB,
respectivamente, e K é a constante de ligacdo, que para o sistema estudado foi de
K =(1,2+0,1) x 10° M (Figura 43).
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Figura 43. Ajuste do crescimento da intensidade de luminescéncia da solucéo de 200 pM do PQ de CdTe-
3-MPA com adic¢éo de BSA de acordo com a equagéo (32).

A auséncia de interacdo entre PQ e ASB, em pH 4,0, pode ser atribuida a repulsao
eletrostatica entre essas duas espécies no meio acido. Conforme ja demonstrado em [41], o ponto
isoelétrico da ASB acontece em pH 4,7. Também ja foi discutido que o ponto de pKa do PQ de
CdTe-3-MPA ocorre em pH 4,34. Dessa forma, em pH 4,0, tem-se que ambas as espécies estao
com carga total positiva, reduzindo a probabilidade de uma ligacéo entre elas e fazendo com que

uma eventual constante de ligacdo fosse muito inferior a calculada para o pH 7,0.

3.4.2. Efeitos da ASB na interagédo entre TMPyP e CdTe-3-MPA

Conforme ja discutido em sessdes anteriores desta tese, a interacdo entre TMPyP e CdTe-
3-MPA é caracterizada pela formacdo de um complexo de transferéncia de carga entre 0s grupos
funcionais 3-MPA do PQ, que possuem carga negativa, e 0s grupos metilpiridil da TMPyP, de
carga positiva. O complexo possui picos de absor¢do Otica em A = 455 nm, 585 nm ¢ 629 nm, e o
pico de emissdo em Aem = 632 nm (Figura 21a,b). A adi¢cdo de ASB nesse complexo nédo produz
qualquer alteracdo nos espectros de absor¢do e nem nos de fluorescéncia, assim como nao se
observou mudancas nos tempos de decaimento do complexo, calculado como uma curva
monoexponencial com tempo de vida de t = (5,3 + 0,2) ns, conforme observado na Figura 44 e

inserto.
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Figura 44. Espectros normalizados de absorbancia ética (linha continua) e de fluorescéncia (linha
pontilhada) da solucéo contendo complexo TMPyP...CdTe-3-MPA, produzidos a partir da adi¢do de 1,6
UM de TMPyP e 150 nM de CdTe-3-MPA, na auséncia (preto) e na presenca (verrmelho) de ASB.
Inserto: Decaimento temporal normalizado da intensidade da luminescéncia do complexo na auséncia
(preto) e na presenca (vermelho) de ASB

Também foram realizados experimentos em que PQ foi adicionado na solucdo contendo
TMPyP e ASB. A interacdo entre TMPyP e ASB, ja estd demonstrada em [64,78]. Essas espécies,

guando em conjunto, formam um complexo caracterizado pelo espectro de absorcao 6tica com pico

em A =425 nm e trés picos na regido das bandas Q (Figura 45a) e pelo espectro de fluorescéncia

com pico de emissdo em A = 629 nm (Figura 45b). A constante de ligacdo dada na literatura é de

Krmpyp-asg = 7,3 X 10° M1 [78].
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Figura 45. Espectros de a) absorgdo e de b) fluorescéncia (Aexc = 445 nm) da solucdo de 5,0 uM de
TMPyP na presenca de 30 UM de ASB em diferentes concentracgdes de PQ. Inserto: intensidade integral
de fluorescéncia em funcéo da concentragédo de PQ [63].
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A adicdo do PQ de CdTe-3-MPA na solugédo contendo porfirina e ASB causa reducédo do
pico de absor¢do, com maximo em A =425 nm, e produz a formagdo de um novo pico de absorc¢ao
em A = 455 nm. Este novo pico de absor¢ao observado coincide com o pico de absor¢do do
complexo TMPyP...CdTe-3-MPA. Também se observa que a adi¢cdo do PQ induz o aumento da
intensidade da luminescéncia. Esses resultados indicam que estd ocorrendo a formacdo do
complexo entre a porfirina e PQ na presenca da ASB. Utilizando a equacgéo (32), calculou-se a
constante de ligacdo Krmpyp-po+ase = (10 + 3) x 106 M. O valor obtido para a formacio do

complexo é bastante proximo ao obtido na auséncia de ASB.

A adicdo de ASB na solucéo ndo causa a destruicdo do complexo TMPyP...CdTe-3-MPA
que esta formado e também ndo tem a capacidade de reduzir a probabilidade de formacéo deste
complexo. Este efeito pode ser explicado devido ao fato de que a taxa de formacao de complexo
entre o PQ e a porfirina é aproximadamente dez vezes maior que a taxa de formacdo de complexo
entre a porfirina e a ASB e cinco vezes maior que a constante de ligagédo entre o PQ e a ASB.

Tabela 1. Constantes de ligagdo da formacéo do complexo TMPyP...CdTe-3-MPA na auséncia e na
presenca de ASB e do complexo ASB... TMPyP [63].

Reacéo K x 106 M

CdTe —3 — MPA+TMPyP < CdTe —3 — MPA..TMPyP 6,0+0,5
ASB + TMPyP < ASB ...TMPyP 0,73*

CdTe — 3 — MPA + ASB < CdTe —3 — MPA ...ASB 1,2+0,1

*valor obtido em [78].

Conforme ja discutido, a ASB possui ponto isoelétrico em pH 4,7, isto implica que em pH
7,0 a sua carga encontra-se negativa. Assim, a atracdo eletrostatica deveria estimular a ligacdo entre
a proteina e a porfirina TMPyP, que tem carga liquida positiva. Porém, conforme se observou, a
interacdo envolvendo porfirina e PQ é mais forte e predomina sobre a interacdo com a proteina.
Uma hipotese para que a interacdo PQ com TMPyP seja predominante é que esta formando um
complexo de transferéncia de carga entre essas duas espécies e este complexo é estavel. Por fim,
néo foi observado qualquer mudancga espectral que pudesse ser relacionada a uma eventual ligagéo
do complexo CdTe-3-MPA... TMPyP e a ASB.
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3.4.3. Efeitos da ASB na interacdo entre TPPSs e CdTe-3-MPA em pH 7,0

A interacdo entre ASB e TPPS; ja foi estudada em [78]. Nesse artigo, 0s autores reportam
que a adigdo de ASB a solugédo de TPPS4 em pH 7,0 induz o deslocamento da banda de Soret da
porfirina de A = 412 nm para A = 422 nm e o pico de fluorescéncia também ¢ deslocado indo de A
=645 nm para A = 654 nm acompanhado de um aumento na intensidade de fluorescéncia no sistema

(Figura 46).
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Figura 46. Espectros de a) absorcao ética e de b) fluorescéncia (Aexc = 417 nm) de 1,6 UM de TPPS4 em
pH 7,0 na auséncia e na presenga de 3 UM de ASB.

A adigdo de ASB na solucdo de TPPSs...PQ desloca o pico de absor¢do de A =412 nm para
A =422 nm e causa o surgimento de uma nova banda de absor¢do com maximo em A = 436 nm
(Figura 47a). A emissédo do complexo aumenta com a adigédo de ASB, assim como se observa a

formagdo de um novo pico de emissdo em A = 650 nm (Figura 47b).
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Figura 47. Espectros de a) absorcéo 6tica e de b) fluorescéncia (Aexc = 420 nm) de 1,6 uM de TPPSs na
presenca de 400 nM de CdTe-3-MPA em diferentes concentracdes de ASB. Inserto: Ajuste da intensidade
integral da fluorescéncia uitilizando a equacéo (32) [63].

Os novos picos espectrais observados ndo sdo coincidentes com nenhum dos picos da
TPPS4 ou do PQ de CdTe-3-MPA em sua forma pura ou do complexo formado entre estes. Dessa
forma, acredita-se que estes novos picos de emissdo estdo relacionados a formacdo de um novo

complexo TPPS,...CdTe-3-MPA...ASB.

Utilizando a equacdo (32) para as intensidades integrais da fluorescéncia do sistema, foi

calculada a constante de formagc&o desta nova espécie, sendo K = (6,5 + 0,2) x 10° M.

A adicdo de PQ na solucdo de TPPS4 + ASB ndo foi capaz de induzir alteracdes nos perfis
espectrais de absorcéo e de fluorescéncia da solugdo. Fica claro que a ligacdo entre TPPSs e ASB
em pH 7,0 inibe a formacéo do complexo TPPS,...CdTe-3-MPA e consequentemente impede a
formagéo do complexo misto de TPPSs... CdTe-3-MPA...ASB.

3.4.4. Efeitos da ASB na interacdo entre TPPSs e CdTe-3-MPA em pH 4,0

Conforme discutido anteriormente, em pH 4,0 a interagdo entre a porfirina TPPS4 e 0 PQ
CdTe-3-MPA ocorre via dois mecanismos distintos: transferéncia de prétons da porfirina para o
PQ e transferéncia de energia do PQ para a porfirina, sendo o mecanismo de transferéncia de
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prétons predominante e o responsavel pelas mudancgas nas caracteristicas espectrais da porfirina,

conforme ja mostrado na Figura 32.

A adicdo de ASB na solucdo de TPPSs4, em pH 4,0, induz a desprotonagéo da porfirina
causando mudancas nas caracteristicas espectrais e levando-as a possuir caracteristicas espectrais
iguais as observadas nos experimentos envolvendo ASB e a TPPS4 em forma desprotonada: o pico
da banda de Soret em A = 422 nm, o pico de fluorescéncia em A = 654 nm e o tempo de vida da

fluorescéncia de T = 10,8 ns. A constante de ligacdo calculada para o sistema TPPS4...ASB foi

K=15x10 M1,

O experimento também foi realizado adicionando ASB na solu¢do contendo o complexo
TPPS....CdTe-3-MPA. E possivel observar na Figura 48a que a proteina causa uma mudanca no
perfil do espectro de absor¢do do complexo, bem como diminui a sua intensidade. Ja o espectro de
luminescéncia do complexo sofreu mudangas em seu perfil espectral devido a adicdo de ASB

(Figura 48b), porém ha aumento da intensidade de luminescéncia.

a) b)
104 ' ' ' ' ' [ASB], H'|\/|_ @ [ASB], uM 48000 [ASB], uM
’ 3400 — () 9 > e 4
— () - o
oo _— 25 —15
s 0,81 —15 { 8 5 £ 4000
S ©300 10 2
S 0.6 | 3 0
20, s — 15 0 10 20 30
‘% -.—3200 Tempo, ns
0.4 1 o
S ©
@ S
g 0’2_ i _(g 100+
7]
C
0,0 2 o0 .
= 700 750

600 650
Comprimento de onda, nm

400 450 500 550 600 650 700 550
Comprimento de onda, nm

Figura 48. Espectros de a) absorc¢ao 6tica e de b) fluorescéncia estatica (Aexc = 417 nm) de 1,6 uM de
TPPS4 e 380 nM de PQ em pH 4,0 na presenca de diversas concentracao de ASB. Inserto: Curvas de
decaimento temporal do PQ com Jexc = 420 nm e Jem = 650 nm na auséncia e na presenga de 15 uM de
ASB.

Os espectros de absorcao e de luminescéncia do complexo apos a adi¢do da ASB coincidem
com os espectros observados quando da interagédo entre TPPS4 e ASB (Figura 46). A intensidade

do espectro de luminescéncia e o respectivo tempo de vida da luminescéncia do sistema aumentam



RESULTADOS E DISCUSSOES| 71

com a adicdo de ASB (Figura 48b e inserto). Este resultado indica que a adi¢do de ASB destroi o
complexo TPPSs...CdTe-3-MPA para formar o complexo TPPSs..ASB. Esta afirmagdo e
corroborada pelo valor obtido na constante de ligacao através do ajuste da fluorescéncia utilizando
a equacdo (32) (Figura 49) obtendo-se a constante de ligagdo K = (1,2 + 0,2) x 10*° M. Este valor
é cerca de cem vezes maior que a constante de ligacao obtida para a interacdo entre da TPPS4 com
ASB na auséncia do PQ.

O resultado mostra que a presenca do PQ aumenta a probabilidade de ocorrer a ligacao

entre a porfirina e a proteina.

7,0x1071 1
~56,0x10° :
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1,0x10° 11,5x105
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Figura 49. Intensidade integral de fluorescéncia de ,6 uM de TPPS4 e de 380 nM de PQ na presenca de
ASB ajustada em acordo com a equacao (32) [63].

Quando PQ é adicionado a solucdo de TPPS4 contendo ASB nédo é observada nenhuma
alteracdo nas caracteristicas espectrais da solugdo, isso reforca a hipotese de que quando a TPPS4
se encontra ligada a ASB ndo é observada ligacdo da porfirina com o PQ, pois ha um bloqueio por

parte da proteina ASB.

3.4.5. Conclusdes Parciais

As caracteristicas da porfirina, em especial a sua carga, sdo fundamentais para determinar

de que forma a interacdo entre a porfirina e a proteina ASB se manifestara.
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O estudo utilizando a TMPyP, que possui carga liquida +4 e forma um complexo de
transferéncia de carga com o PQ de CdTe-3-MPA, mostrou que a ASB ndo é capaz de destruir o
complexo ja formado ou impedir que este se forme, pelo contrario estimula a sua formacao,

apresentando um sistema bastante promissor para uso em TFD.

Os estudos envolvendo a TPPSs mostraram que, em pH 7,0, quando a porfirina esta em sua
forma desprotonada e possui carga -4, é formado um complexo de transferéncia de energia com o
PQ de CdTe-3-MPA e a adicao da proteina ASB induz a formacéo de um complexo misto da forma
TPPS4...CdTe-3-MPA...ASB

Ja no caso em que a porfirina encontra-se biprotonada, ou seja, em pH 4,0 e com carga -2,
em que na presenca do PQ ha a formacéo de um complexo de transferéncia de energia e de protons,
a adicdo da proteina ASB induz a destrui¢cdo do complexo para formar a espécie TPPS4...ASB e
também inibe que a porfirina forme complexo com o PQ. Além disto, a presenca do complexo
TPPS4...PQ aumenta a probabilidade de ligagéo da porfirina com a ASB.

Neste estudo foi feita uma investigacdo preliminar dos efeitos da albumina sobre o
complexo formado entre porfirina e PQ. Porém, para determinar melhor os mecanismos que
induzem os efeitos observados é necessario estudos mais detalhados envolvendo outras técnicas
experimentais além das espectroscépicas aqui utilizadas. Entretanto, para o propésito deste estudo
a respeito da interacdo do complexo porfirina-PQ com ASB os resultados apresentados podem ser
importantes para a aplicacdo do sistema estudado em aplica¢des terandsticas.

3.5. Interacdo entre TMPyP, Cde-3-MPA e Surfactantes

As interacdes entre a porfirina TMPyP, o PQ de CdTe-3-MPA e surfactantes (SDS (carga
negativa), CTAB (carga positiva), HPS (zwitteridnico) e Triton X-100 (neutra)) foram estudadas
com o intuito de analisar os efeitos dos diferentes tipos de carga, tanto na interagéo entre a porfirina
e 0 PQ durante a formacdo de complexo, quanto na presenca do complexo j& formado. Todos 0s
experimentos foram realizados em pH 6,8 visto, em que a carga da porfirina +4 ndo apresenta

mudangas no intervalo de pH 2,0 até 9,0.
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3.5.1. Interagdo entre TMPyP e CdTe-3-MPA na presenca de SDS

A interacdo entre TMPyP e SDS foi estudada ao fixar a concentracdo de 5,5 uM de TMPyP.
A adicdo de SDS na solucéo de porfirina faz com que, inicialmente, a absorcéo e a intensidade de
fluorescéncia da porfirina sofram queda em sua intensidade seguidas por um aumento na sua
intensidade e posterior saturacdo (Figura 50a,b e insertos). Também é observado um deslocamento
do pico de absorcdo de 422 nm para 425 nm e o pico de emissao é deslocado de 655 nm para 660
nm, porém neste caso 0 pico de emissdo retorna ao comprimento de emissdo A = 655 nm quando a

concentragdo de SDS supera 12,5 mM.
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Figura 50. Espectros de a) absorg¢ao 6tica e de b) fluorescéncia ( Aexc = 430 nm) de 5,5 uM de TMPyP
com diferentes concentragoes de SDS. Inserto de a): Absorbdncia em A = 422 nm em fungdo da
concentragdo de SDS e Inserto de b): Intensidade integral de fluorescéncia em funcdo da concentracao de
SDS.

A queda inicial da absorbancia e da fluorescéncia da porfirina acontece devido ao aumento
de sua agregacdo, estimulada pela ligacdo com as moléculas de surfactante que possuem uma carga
negativa, diminuindo a repulséo eletrostatica tanto entre as moléculas de porfirina, como entre as
moléculas de surfactante. Isto resulta na formacgdo de agregados mistos nTMPyP + mSDS. Com o
aumento da concentracdo de surfactante, as moléculas agregadas de porfirina se separam entre
varias “pré-micelas” mSDS de surfactante. Por isso, a partir de [SDS] > 2 mM, a intensidade de
fluorescéncia e de absorcéo da porfirina comeca a aumentar. Efeito semelhante foi observado em

[79] para a interacdo da porfirina TPPS4 com o surfactante CTAB e em [80] para a interagéo de
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corantes cianicos com DNA. O processo tem sua saturagao a partir de [SDS] > 12,0 mM, quando

se formam as micelas de SDS.

Devido a complexidade do processo de interacdo entre porfirina e surfactante, a
determinacdo da constante de interacdo entre eles se torna bem problematica. Somente é possivel
avaliar uma constante formal aproximada da sua interagdo. Esta constante foi calculada usando a
equacdo (32) (Figura 51)[81].
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Figura 51. Ajuste da intensidade integral da fluorescéncia da TMPyP devido a adi¢ao de SDS utilizando
aequacao (32).

O valor encontrado de Krwpyp-sps = (3,9 + 0,2) x 10* M.

A andlise da deconvolucdo gaussiana do espectro de fluorescéncia da TMPyP mostrou que
na auséncia de SDS o espectro de fluorescéncia estd composto por trés componentes com maximos
localizados em A1 = (610 £ 5) nm, A2 = (655 £ 2) nm e A3 = (680 + 5) nm (Figura 52a). Na presenca
de micelas de SDS, surge uma nova componente com pico A4 = (711 = 2) nm acompanhada com o
deslocamento dos maximos da primeira componente para A1 = (622 £ 5) nm e da terceira

componente para A3 = (670 + 5) nm (Figura 52b).
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Figura 52. Deconvolugdo gaussiana de espectros da fluorescéncia de TMPyP em a) solu¢cdo homogénea e
b) na presenca de micelas de SDS.

Prosseguindo os estudos da interacdo envolvendo micelas de SDS preparou-se uma solugédo
contendo [TMPyYP] = 5 mM e [SDS] = 15 mM. A concentracdo de SDS foi escolhida por ser
consideravelmente superior aquela em que o processo satura, garantindo a formacéo de micelas.
Em seguida, adicionou-se PQ a solucdo e foram obtidos os espectros de absorcdo e de

luminescéncia para diferentes concentracdes do PQ.

Observando os espectros de absorcdo das solucdes de TMPyP + SDS (micelas) com
diferentes concentragdes de PQ (Figura 53a) é possivel perceber que o perfil do espectro ndo sofre
qualquer alteracdo com a adicdo de PQ, porém apresentam queda substancial na intensidade, tanto
da banda de Soret (A = 425 nm), quanto das bandas Q (inserto da Figura 53a). O volume méximo
adicionado a solucdo durante o experimento foi equivalente a 4% do volume total da amostra, de
modo que se pode descartar efeitos de dilui¢do, pois a intensidade da banda de Soret perdeu cerca

de 30% de sua intensidade de absorcdo com a adi¢édo de PQ.
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Figura 53. Espectros de a) absorcéo 6tica e de b) fluorescéncia de 5,5 uM de TMPyP com 15 mM de SDS
na auséncia e na presenca de diversas concentracfes de PQ. Inserto de a): espectros das bandas Q da
TMPYP nas diferentes concentragdes de PQ.

Os espectros da fluorescéncia do sistema TMPyP + SDS (micelas) com diferentes
concentracdes de CdTe-3-MPA apresentam aumento em sua intensidade total e a mudanca do seu
perfil espectral. A deconvolugdo em componentes gaussianas dos espectros de fluorescéncia
mostrou que a adicdo de PQ na solu¢do induz a formacédo de uma nova componente com maximo
em As = (585 * 2) nm cuja intensidade cresce com o aumento da concentragdo do PQ e finalmente

se torna mais intensa que as outras componentes (Figura 54a,b).

a) b)

S 1200 - - - "® 585nm ' ' °
S
5 TMPyP+SDS+PQ 6,0X1 04_ v 622nm i
g 1000 i - 654 nm
3 i 654 nm g s » 670 nm
g 800 pc_e 24,0x10*{ * 711nm
o =5
% 6001 % % o v
© 4007 S 52,0x10*
3 S & o v
% . 0,04‘_"_* . . . i
£ 07530 600 650 700 750 800 0 100 200 300 400

Comprimento de onda, nm [CdTe-3-MPA], nM

Figura 54. Deconvolugdo gaussiana do espectro da fluorescéncia do sistema TMPyP (5,5 uM) + SDS (15
mM) + PQ (410 nM) (a) e dependéncia da intensidade integral de componentes gaussianas de
deconvolugdo em funcio de concentragéo de PQ.
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Além da formacdo desta nova componente, também se nota que com o aumento da
concentracdo de PQ, aumenta-se a intensidade das componentes de A1 = (622 = 5) nm e
A2 = (654 £ 2) nm, enquanto que as intensidades das componentes A3 = (670 £ 5) nm e
A4 = (711 £ 5) nm continuam praticamente inalteradas. A componente de emisséo, com pico em As

= (585 = 2) nm, surge e comeca crescer a partir de concentragdes [CdTe-3-MPA] > 20 nM.

O pico de emissédo, observado anteriormente para o sistema TMPyP...Cde-3-MPA (Figura
25), € considerado como o pico da fluorescéncia do complexo com transferéncia de carga entre PQ
e porfirina em meio aquoso e localiza-se em A = 632 nm [32]. Associamos a componente
As = (585 + 2) nm com a fluorescéncia do complexo de transferéncia de carga entre PQ e porfirina
ligada as moléculas de SDS. Tratando os dados da intensidade desta componente em funcéo da
concentracdo de PQ, de acordo com a equacao (32), encontrou-se uma constante de formacao para

este complexo (Figura 55)
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Figura 55. Tratamento de dados da intensidade integral da componente As = 585 nm em funcéo da
concentragédo de PQ usando a equagéo (32).

E possivel observar que a constante de formagdo de complexo Ky = (9,1 +0,2) x 105 M,
obtida na presenca de SDS, indica que as micelas de SDS dificultam a formacdo do complexo,
provavelmente devido a repulsdo eletrostatica entre moléculas SDS e PQ.

A seguir, foram analisados os efeitos da adi¢cdo de SDS ao complexo [TMPyP...CdTe-3-
MPA] ja formado.
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Foi preparada uma solucdo com [TMPyP] = 55 pM e [CdTe-3-MPA] = 160 nM,
concentracdes utilizadas para criar o complexo de transferéncia de carga. Ao observar a total
formacdo do complexo, estudou-se os efeitos nas caracteristicas espectrais do complexo em

diferentes concentracdes de SDS.

A absorgdo otica da solucdo, apresentada na Figura 56a, mostra que a adi¢do de SDS em
uma solucdo contendo o complexo TMPyP...CdTe-3-MPA induz um grande aumento da
absorbancia da solucdo, seguido por uma diminui¢do da absor¢do em funcdo da concentracao de
SDS no meio (inserto 2 da Figura 56a), além de estreitamento da banda de absorcéo e deslocamento
do seu maximo de 450 nm até 445 nm. Efeitos semelhantes foram observados para as bandas de

absorcéo na regido Q (inserto 1 da Figura 56a).
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Figura 56. Espectros de a) absorgéo otica e de b) luminescéncia do complexo formado com 5,5 uM de
TMPyP e 160 nM de CdTe-3-MPA na auséncia e presenca de diversas concentragdes de SDS excitando
em A = 432 nm. Insertos: 1a) espectros de absorcéo 6tica entre 450 nm e 700 nm do complexo na
auséncia e na presenca de diversas concentragdes de SDS; 2a) absorbancia em A = 450 nm em fungdo da
concentragdo de SDS; inserto de b): espectros de luminescéncia normalizados na auséncia (preto) e na
presenca de 20 mM de SDS (vermelho).

A medida que se adiciona SDS a solucdo contendo o complexo TMPyP...CdTe-3-MPA é
observado que o espectro de fluorescéncia, que inicialmente apresenta apenas um pico de emisséo
localizado em 625 nm, apresenta grande aumento da intensidade de luminescéncia e a formacéo de

uma nova banda de luminescéncia localizada em A = 585 nm.
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E possivel observar uma pequena discrepancia da posi¢do do pico da luminescéncia do
complexo TMPyP...Cde-3-MPA na auséncia de SDS, obtida nessa sessdo (A = 625 nm), ao se
comparar com o valor obtido anteriormente (A = 632 nm). Esta variacdo pode ser atribuida as
caracteristicas de sintese do PQ, visto que o método de sintese empregado para a confec¢cdo do
CdTe-3-MPA gera PQs com alta disperséo de tamanhos dentro de uma mesma solucéo, porém em
torno de uma média, calculada conforme a equacéo (25) [68].

O inserto da Figura 56b apresenta as curvas normalizadas da emissdo do complexo na
auséncia de SDS (preto) e na presenca de 20 mM de SDS (vermelho). Fica claro que a presenca de
SDS gera um novo pico de emissédo em 585 nm e este pico tem praticamente 0 mesmo comprimento
de onda do pico chamado como banda 1 na Figura 54. Isto foi confirmado usando a deconvolucgéo

gaussiana dos espectros.
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Figura 57. Deconvolugdo gaussiana do espectro de fluorescéncia de 5,5 uM de TMPyP com 160 nM de
PQ na auséncia (linha) e na presenga de 20mM de SDS (pontilhado) excitando em /. = 430 nm.

A Figura 57 mostra, através da deconvolugcdo gaussiana dos espectros de emissdo do
complexo na presenga (linha pontilhada) e na auséncia (linha continua) de SDS, o surgimento de
uma nova banda de emissdo em A1 = (585 £ 10) nm e o aumento da banda em A2 = (625 + 5) nm
com a adicdo de SDS a solucdo. Aléem disso, adicdo do SDS na solugdo de complexo também altera

as curvas de decaimento da intensidade da fluorescéncia (Figura 58a, b).
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Figura 58. a) Curvas de decaimento temporal da intensidade da fluorescéncia de 5,5 uM de TMPyP com
160 nM de Cde-3-MPA na presenca de diferentes concentracGes de SDS e b) Curvas de decaimento
temporal da intensidade da fluorescéncia da solu¢do de TMPyP com CdTe-3-MPA para concentracdes de
SDS entre 0 e 10 mM e seus respectivos ajustes. Inserto: contribuicdes das componentes temporais das
curvas de decaimento da intensidade da fluorescéncia Ri em fungéo da concentracgéo de SDS.

Na auséncia de SDS a curva de decaimento é biexponencial, sendo composta de duas
componentes monoexponenciais com tempos de vida 1 = (1,2 +0,1) nse 7> = (4,9 £ 0,2) ns (Figura
58b, Tabela 2).

Como ja mencionado anteriormente, 71 esta associado com a fluorescéncia do complexo
TMPyP...PQ, enquanto que 72 esté relacionado com a fluorescéncia de monémeros de porfirina que

estdo em equilibrio com complexo.

Logo na primeira adicdo de SDS, em concentracdo de 1 mM, o perfil da curva de
decaimento se torna triexponencial (Figura 58b, Tabela 2) com os tempos de vida das componentes
de 11 =(1,19£0,05) ns, 2= (0,40 + 0,05) ns e 13 = (9,4 £ 0,1) ns.

A analise das contribui¢es das componentes Ri mostrou que quando [SDS] <2 mM a
contribuicdo da primeira componente do tempo de vida diminui e a da segunda aumenta. Ja em
[SDS] < 2 mM a contribuicdo da primeira componente comecga a crescer, enquanto que a da

segunda diminui. Ambos os processos saturam em [SDS] = 10 mM.
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Tabela 2. Tempos de vida 7 das componentes temporais das curvas de decaimento da intensidade da
fluorescéncia do sistema TMPyP...CdTe-3-MPA formado a partir de 5,5 UM de TMPyP e 160 nM de
CdTe-3-MPA e suas respectivas contribuicdes R; em funcdo da concentracdo de SDS no meio.

[SDS], mM 71, NS R1 72, NS R2 73, NS Rs
0 1.2 0.86 - -- 4.9 0.17
1 1.3 0.55 0.3 0.47 8.0 0,005
2 1.19 0.14 04 0.91 94 0,008
3 1.19 0.2 0.4 0.86 9.2 0.01
4 1.18 0.32 0.45 0.71 9.3 0.02
5 1.15 0.51 0.45 0.52 9.5 0.035

7,5 1.16 0.79 0.41 0.2 9.5 0.047
10 1.19 0.89 -- 0 9.4 0.05
15 1.15 0.91 - 0 94 0.07
20 1.16 0.89 -- 0 9.5 0.08

Associamos o tempo 11 com a fluorescéncia do complexo TMPyP...PQ, pois este tempo

néo apresenta alteragcdes na presenca ou na auséncia de SDS.

Podemos concluir que os complexos formados, tanto livres quanto ligados com SDS,

possuem tempo de vida de fluorescéncia bem préximos.

O tempo 12 foi associado aos agregados de complexo, formados pela interagdo com SDS
em baixa concentracdo. Quando a concentracdo de SDS aumenta, 0s agregados de complexo,
ligados a SDS se desagregam formando mondmeros de complexos ligados com SDS. Os
complexos TMPyP...PQ-SDS e TMPyP...PQ ficam em equilibrio dindmico. Por isto que 0 aumento
da concentracdo de complexo TMPyP...PQ-SDS esta acompanhado pelo aumento da concentracdo
do complexo TMPyP...PQ.

Essas interacfes explicam porque o aumento da concentracdo de SDS causa aumento
paralelo da banda com pico em A = 585 nm, associada com a florescéncia do complexo

TMPyP...PQ-SDS, e da banda com pico em A = 625 nm, associada com a fluorescéncia do

complexo TMPyP...PQ.
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A natureza da componente de fraca contribui¢do, com tempo de vida 13 = (9,4 £ 0,1) ns,
gue cresce com 0 aumento da concentracao de SDS, ainda ndo esta clara. Para elucidar esta natureza
mais experimentos sdo necessarios. O mais provavel é que esta componente esteja associada a

formacéo de agregados de complexos mistos TMPyP...PQ-SDS — TMPyP...PQ.

3.5.2. Interagéo entre TMPyP e CdTe-3-MPA na presenca de CTAB

Preparou-se uma solucéo de 5,5 uM de TMPyP em tampao fosfato de pH 6,8. Essa solugéo
foi titulada com diversas concentracBes de CTAB, no intervalo de 0 até [CTAB] = 2 mM, e
monitoradas as alteragcdes espectrais da solucdo. A concentracdo foi escolhida por ser acima da
CMC do surfactante CTAB na agua, que é de [CTAB] =1 mM [82].

Ja é conhecido da literatura que a porfirina TMPyP em meio aquoso possui pouca interacao
com o surfactante de carga positiva CTAB devido a repulsédo eletrostatica que ocorre entre estas
duas espécies, conforme demonstrado em [27,37]. Isto faz com que a presenca de CTAB nao altere
as caracteristicas espectrais da porfirina, de modo que ndo foram observadas mudancas

significativas nos espectros de absorcdo ou de fluorescéncia da porfirina.

Em seguida, adicionou-se o PQ de CdTe-3-MPA a solucédo contendo 5,5 UM de TMPyP e

2 mM de CTAB e seus espectros foram monitorados e estdo mostrados na Figura 59a,b.
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Figura 59. Espectros de a) absor¢do otica e de b) fluorescéncia (Lexe =432 nm) da solugéo de 5,5 uM de
TMPyP com 2 mM de CTAB em diferentes concentragdes de CdTe-3-MPA. Inserto de a): absorcéo 6tica
da regido das bandas Q (450 nm <A <700 nm); inserto de b) intensidade integral de fluorescéncia em
funcéo da concentracé@o de CdTe-3-MPA
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O perfil do espectro de absorcdo do sistema TMPyP + CTAB sofre uma mudanca
consideravel com o aumento da concentragdo de PQ no meio. Além disso, a adi¢do do PQ induz a
formagdo de um novo pico de emissdo em Aem = 460 M, a queda no pico de emissdo da banda de
Soret em A = 422 nm (Figura 59a) e gera mudancas no perfil espectral do conjunto de picos das

bandas Q da porfirina (inserto da Figura 59a).

E possivel notar a presenca de um ponto isobéstico, em A = 437 nm, entre 0s espectros de
absorcéo na presenca de diferentes concentracfes de PQ, o que indica a presenca de duas espécies,

a saber: TMPyP e complexo de transferéncia de carga TMPyP...CdTe-3-MPA.

Os espectros de absorcdo se comportam de forma similar ao observado no sistema
TMPyP...PQ em meio aquoso, detalhado na Secdo 3.2. Os espectros de fluorescéncia da solugédo
de TMPyP com CTAB na presenca de diferentes concentragdes de PQ (Figura 59b) apontam que
0 pico de emisséo da porfirina em 655 nm é deslocado para 624 nm. Além disso, a intensidade
integral de fluorescéncia do sistema aumenta consideravelmente na presenca do PQ de CdTe-3-
MPA.

A mudanca do perfil do espectro da emissao € semelhante ao comportamento observado na
auséncia do surfactante, pois o deslocamento do pico de emissdo em meio aquoso é de 655 nm para
632 nm. Entretanto, na auséncia de CTAB foi observada a diminui¢do da intensidade da emisséo,
quando que na presenca de CTAB observamos seu aumento.

Analisando a intensidade integral da fluorescéncia, utilizando a equacéo (32), € observado
que a taxa de formacédo de complexo para o sistema TMPyP...CdTe-3-MPA na presenca de CTAB
édek=(1,9+0,1) x 10’ M (Figura 60).
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= (1,9+0,1)x 10" M’

1,2x10™ 1 kTMPyP...PQ(CTAB

4,0x10’ 8,0x10’
1/[CdTe-3-MPA], M

Figura 60. Ajuste da intensidade integral da fluorescéncia da solugédo de 5,5 uM de TMPyP em fungdo do
inverso da concentracéo de CdTe-3-MPA utilizando a equacéo (32)).

Ao comparar o valor da constante de formacéo de complexo k na auséncia (k = (6,0 £ 0,5)
x 10° M) e na presenca de CTAB (k = (1,9 +0,1) x 10’ M) nota-se que a constante na auséncia

do surfactante é 3,2 vezes menor do que em sua presenca.

Os tempos de vida de fluorescéncia da solucéo de 5,5 UM de TMPyP e 2 mM de CTAB na
presenca de diversas concentracdes de PQ estdo mostrados na Figura 61a. Na auséncia de PQ, a
solugd@o apresenta apenas um tempo de vida (monoexponencial) de 11 = (4,5 £ 0,2) ns associado a
amplitude I1. A adicdo de PQ ndo altera este tempo de vida, mas faz com o decaimento se torne
biexponencial, surgindo um novo tempo de vida de 12 = (0,74 + 0,3) ns associado a amplitude I..
A dependéncia do contetido destas componentes |1 e |2 calculados de acordo com a equagdo (28)

em funcédo da concentracdo de CdTe-3-MPA estdo mostradas na Figura 61b.
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Figura 61. a) Intensidade de fluorescéncia normalizada em fungdo do tempo em lem = 633 Nm da solucéo
de 5,5 UM de TMPyP com 2mM de CTAB em diversas concentracGes de PQ excitando em 432 nm, b)
contribuicdo relativa dos tempos 1 (Ry, preto) e 12 (R2, vermelho) do decaimento temporal da intensidade
de flurorescéncia em funcéo da concentracéo de PQ.

O tempo de vida 11 esta associado ao tempo de vida da fluorescéncia da porfirina na
presenca do surfactante CTAB, conforme demonstrado em [72]. Desta forma, associamos o tempo
de vida 12 ao complexo TMPyP...CdTe-3-MPA. Este tempo é diferente daquele que foi observado
na auséncia de CTAB (12 = (1,6 = 0,2) ns). Assim, podemos associar esta componente com 0
complexo TMPyP...CdTe-3-MPA ligado ao CTAB.

A Figura 61b mostra a evolucgdo de cada componente temporal. E possivel perceber que a
adicdo de PQ a solucdo faz com que diminua a contribuicdo do tempo de vida relacionado a
fluorescéncia da porfirina e aumente a contribui¢cdo do tempo de vida associado ao complexo de
transferéncia de carga, indicando que a porfirina estd sendo consumida para a formacdo do

complexo (refor¢ado pelo surgimento do ponto isobéstico mostrado na Figura 59a).

Estes resultados apontam que a presenca de CTAB ndo impede ou dificulta a formagéo do
complexo, pelo contrario, aumenta a interagao entre TMPYP e o0 PQ.

Prosseguindo nos estudos dos efeitos do CTAB na interagdo entre TMPyP e CdTe-3-MPA,
estudou-se como a adi¢do de CTAB altera as caracteristicas espectrais do complexo formado entre
a porfirina TMPyP e o PQ de CdTe-3-MPA
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A absorbancia do complexo (Figura 62a), que tem maximo em A = 460 nm, ndo sofre
qualquer alteracdo em seu perfil espectral com a adicdo de CTAB. Por outro lado, é perceptivel um
aumento inicial da absorbancia no pico de absorcdo do complexo até [CTAB] = 0,25 mM seguido

por uma gqueda da absorcao para maiores concentracGes de surfactante.
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Figura 62. Espectros de a) absor¢do dtica e de b) fluorescéncia excitando em 1. = 432 nm da solugdo de
5,5 UM de TMPyP com 180 nM de CdTe-3-MPA na presenca de diversas concentra¢des de CTAB. Inserto
de a) absorbancia em 460 nm em funcdo da concentracéo de CTAB. Inserto de b): Intensidade integral de

fluorescéncia em fungédo da concentragéo de CTAB.

O espectro de fluorescéncia do sistema da Figura 62b apresenta comportamento semelhante
ao observado na absorcdo, ou seja, pouca mudanca no perfil espectral e a intensidade aumenta com
maior a concentracdo de CTAB até [CTAB] = 0,75 mM apresentando queda na intensidade para

maiores concentragdes do surfactante.

3.5.3. Interacdo entre TMPyP e CdTe-3-MPA na presenca de Triton X-100

Esta secédo e a proxima tratardo a respeito da interacdo entre a TMPyP e o PQ de CdTe-3-
MPA na presenca de surfactantes com carga liquida neutra. Especificamente nesta, serdo mostrados
o0s dados relativos aos experimentos envolvendo o surfactante Triton X-100, que ndo possui carga

liquida e nem polos carregados.
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Foi preparada uma solucéo de 5,5 puM de TMPyP em pH 6,8. Nessa solugéo foi adicionado
aliquotas do surfactante neutro Triton X-100 e monitorado 0s espectros de absor¢do e de

fluorescéncia, conforme Figura 63a, b.
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Figura 63. Espectros de a) absorg¢do otica e de b) fluorescéncia estdtica (Aexe = 432 nm) da solucdo de 5,5
MM de TMPyP na presenga de diferentes concentragdes de TRITON X-100. Inserto de b) decaimento da
intensidade de emissé@o da porfirina na presenca de diferentes concentracées de Triton X-700 em Aem =
655 nm em fung&o do tempo.

Os espectros de absorcdo e de fluorescéncia da porfirina, bem como o perfil de decaimento
temporal da intensidade de fluorescéncia ndo sofreram alteracGes significantes com a adicao do
surfactante ndo anidnico Triton X-100. A curva de decaimento temporal permanece com perfil
monoexponencial e possui tempo de vida T = (4,6 £ 0,1) ns, que corresponde ao tempo de vida

caracteristico da TMPyP.

O espectro de fluorescéncia sofre aumento de intensidade com a adi¢do do surfactante.
Utilizando a equacdo (32), o ajuste da Figura 64 fornece uma constante de ligacao k = (5,0 £ 0,5)
x 10% M. Entretanto, devido ao baixo valor dessa constante ndo podemos confirma-lo como

significativo, concluindo somente que a interagdo entre TMPYP e Triton X-100 é fraca.
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Figura 64. Ajuste da integral da fluorescéncia da solu¢ao de TMPyP em diversas concentragdes de
Triton X-100 usando a equagéo (32).

A concentracdo micelar critica (CMC) do Triton X-100 em solucdo aquosa na presenca da
TMPyP é dada na literatura como 0,22 mM [72,83]. Assim, foi preparada uma solu¢édo de 5,5 uM
de TMPyP com 0,5 mM de Triton X-100 e esta amostra foi titulada com o PQ de CdTe-3-MPA

enguanto os espectros de absorcao e de fluorescéncia eram monitorados.
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Figura 65. Espectro de a) absor¢do otica e de b) fluorescéncia (Lexe = 432 nm) da solucéo de 5,5 pM de
TMPyP com 0,5 mM de Triton X-100 na presenca de diferentes concentragdes de CdTe-3-MPA. Inserto
de a) espectros de absor¢ao 6tica das bandas Q da solucédo de porfirina com Triton X-100 em diferentes
concentracgdes de PQ. Inserto de b) Intensidade integral de fluorescéncia da solu¢do de TMPyP com
Triton X-100 em funcéo da concentragéo de PQ.
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A absorc¢do 6tica da TMPyP na presenca de Triton X-100, enquanto se adiciona o PQ de
CdTe-3-MPA (Figura 65a), apresenta comportamento semelhante ao observado na auséncia do
surfactante (Figura 21a). O pico da banda de Soret é deslocado de A =422 nm para A =460 nm e é
observado um ponto isobéstico entre os espectros em A = 440 nm. Isto indica que a presenca do
surfactante neutro ndo causa nenhuma mudanca significativa nos espectros de absorcdo 6tica do
sistema TMPyP...PQ.

Os espectros de fluorescéncia (Figura 65b) apresentam uma mudanca de perfil com o pico
de emissdo sendo deslocado de A = 650 nm para A = 625 nm, semelhante ao deslocamento
observado na auséncia do surfactante (Figura 21b) em que foi observado que o pico de emissdo é
deslocado de A = 655 nm para A = 632 nm. A intensidade integral da fluorescéncia apresenta uma

diminuicdo com a adi¢do de PQ.

A intensidade integral de fluorescéncia foi ajustada utilizando a equacdo (11), conforme

Figura 66.
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Figura 66. Ajuste da intensidade integral da fluorescéncia da solucéo de 5,5 UM de TMPyP com 0,5 mM
de Triton X-100 em funcéo da concentracédo de CdTe-3-MPA.

A constante de ligacdo da TMPyP com o PQ na presenga do Triton X-100 é de
Ksv = (1,5 + 0,1) x 10° M e possui fator de acessibilidade de f = (0,06 + 0,02). Esse valor da
constante de ligacdo € quatro vezes menor do que a constante obtida na auséncia do surfactante
(Ksv = (6,0 £ 0,5) x 106 M1). O fator de acessibilidade €, aproximadamente, 20 vezes menor que

na auséncia de surfactante.
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O decaimento temporal da intensidade de fluorescéncia solugdo em funcdo da concentragéo
de PQ, mostrado na Figura 67a, apresenta comportamento muito semelhante ao observado na
auséncia do Triton X-100 (Figura 23).
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Figura 67. a) Decaimento temporal da intensidade de fluorescéncia normalizada (Aexc = 432 nm, Aem =
650 nm) da solucéo de 5,5 UM de TMPyP com 0,5 mM de Triton X-100 na auséncia e na presenca de
diversas concentragdes do PQ de CdTe-3-MPA e b) Contribui¢do das componentes do decaimento
temporal da intensidade de fluorescéncia com 0s tempos de vida 71 e 7> do decaimento temporal da
intensidade de fluorescéncia em funcéo da concentracdo de PQ na solugéo.

Observa-se na Figura 67a que na auséncia de PQ a fluorescéncia da solu¢do de TMPyP com

Triton X-100 apresenta decaimento monoexponencial com tempo de vida t1 = (4,5 + 0,1) ns.

A adicao de PQ faz com que surja uma segunda componente com tempo de vida 12 = (1,2
+ 0,1) ns e estes tempos de vida ndo dependem da concentracdo de PQ (Figura 67b). Além disso,
0s tempos de vida obtidos neste experimento sdo muito proximos dos tempos de vida obtidos na
auséncia do surfactante neutro (t1 = (5,3 £ 0,2) ns e 12 = (1,6 £ 0,2) ns).

Pode-se concluir que a presenca de Triton X-100 ndo influencia nas caracteristicas do
complexo TMPyP...CdTe-3-MPA. Entretanto, independentemente da fraca interacdo entre TMPyP
e Triton X-100, sua presenc¢a diminui tanto a probabilidade de formacéo de complexo TMPyYP...PQ,

guanto a acessibilidade do PQ paraa TMPyP.

Para analisar os efeitos que a inser¢do do surfactante aniénico Triton X-100 causa no

complexo ja formado foi preparada uma solucéo de 5,5 uM de TMPyP e 160 nM de CdTe-3-MPA
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em pH 6,8. Esta solugdo foi titulada com Triton X-100 e suas caracteristicas espectrais foram

monitoradas, conforme mostrado na Figura 68a, b.
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Figura 68. Espectros de a) absorcéo 6tica e de b) fluorescéncia da solucdo de 5,5 uM de TMPyP e 160
nM do PQ de Cde-3-MPA, excitando em Aexe = 432 nm, na auséncia e na presenca de diversas
concentragdes do surfactante neutro Triton X-100. Inserto de a): espectros de absor¢édo das bandas Q do
complexo. Inserto de b): Intensidade integral da fluorescéncia corrigida em funcéo da concentracdo de
Triton X-100.

Os espectros de absor¢do Otica (Figura 68a) mostram que a adi¢do de Triton X-100 nédo
causa qualquer alteracdo no perfil espectral do complexo ja formado, mantendo o pico de absor¢ao
em A = 460 nm independentemente da concentragdo do surfactante. As bandas Q, mostradas no
inserto, também ndo sofreram qualquer alteracdo no perfil. Ha queda de intensidade no espectro de
absorcdo, sendo que, na presenca de 0,50 mM de Triton X-100, a intensidade em A = 460 nm ¢ de
14% em relagdo ao espectro na auséncia de Triton X-100. Dessa forma esta queda de intensidade

da absorcdo ¢ atribuida a efeitos de diluicéo.

Os espectros de fluorescéncia (Figura 68b) foram corrigidos pela intensidade de absorcéo
e mostram que a adi¢é@o de Triton X-100 ao complexo aumenta fracamente sua fluorescéncia com
0 pico 630 nm (inserto da Figura 68b). Para a obtencdo da constante de interacdo K foi utilizada a

equacéo (32).



RESULTADOS E DISCUSSOES| 92

1k=(8,0+0,7)x10°M"

3{ ¢ :

5,0x10° 1,0x10* 1,5x10* 2,0x10*
1/[Triton X-100], M™

Figura 69. Ajuste da intensidade integral de fluorescéncia da solucéo de 5,5 uM de TMPyP e 160 nM de
Cde-3-MPA em fungéo da concentracdo de Triton X-100 utilizando a equagéo (32).

A Figura 69 mostra que a constante de ligagdo encontrada para a interacdo da fluorescéncia
do complexo com o surfactante Triton X-100 foi k = (8 + 1) x 10° M

Os experimentos de espectroscopia de fluorescéncia com resolucédo temporal mostram as
caracteristicas de decaimento da intensidade da luminescéncia do complexo na auséncia e na

presenca de Triton X-100, conforme é possivel observar na Figura 70a.
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Figura 70. a) Curvas de decaimento temporal da intensidade da luminescéncia (Jexc = 432 nm Aem = 650
nm) do complexo formado a partir de 5,5 uM de TMPyP e 160 nM de CdTe-3-MPA na auséncia e na
presenca de diversas concentragdes de Triton X-100 e b) Contribuicéo dos tempos de vida 1 e 7> do

decaimento temporal da intensidade de fluorescéncia em func¢é@o da concentracéo de Triton X-100.
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A partir da Figura 70a foram realizados os ajustes utilizando curvas exponenciais. Tanto na
auséncia quanto na presenca do surfactante, o perfil de decaimento da luminescéncia foi ajustado
com uma curva tri exponencial. Entretanto, a componente mais longa possuia a amplitude
desprezivel (menos de 1% da contribuicdo na curva), que ndo depende da concentracdo do
surfactante. Por este motivo associamos este componente com presencga de uma pequena impureza

nas amostras ou com um problema de equipamento.

Os tempos de vida das duas componentes mantiveram-se constante para todos as
concentragdes de Triton X-100, sendo 11 = (0,18 = 0,01) ns e 12 = (1,35 + 0,05) ns.

As contribui¢Ges R1 e Rz da primeira e da secunda componentes, calculados através da
equacao (28) estdo mostrados na Figura 70b. Observa-se que 0 aumento da concentracao de Triton
X-100 produz a diminuigéo do fator relacionado a contribuigédo da componente de menor tempo de
vida (t1 = (0,18 = 0,01) ns) e o aumento do fator relacionado a contribuicdo da componente de
maior tempo de vida (t2 = (1,35 + 0,05) ns).

Conforme ja discutido anteriormente neste trabalho, o tempo de vida t1 é associado a
emissdo do nicleo do PQ enquanto que o tempo de vida T estd associado ao tempo de vida do
complexo. Desta forma, a presenca de Triton X-100 produz uma diminui¢do na contribuicdo da
luminescéncia do nucleo de CdTe do PQ em relacdo a luminescéncia do complexo. Esse fato
coincide com o resultado observado da diminui¢do da acessibilidade da superficie do PQ pelas
moléculas de TMPyP. Isto resulta no aumento da luminescéncia de PQ associada com a superficie

do PQ, que esta menos suprimida pela TMPyP.

Podemos concluir que devido a auséncia de carga do surfactante Triton-100 a interacdo
eletrostatica ndo pode contribuir na sua interacdo com a porfirina TMPyP, com o PQ CdTe-3-MPA
e com seus complexos. Assim, a interacdo fraca observada deve ser associada com outros tipos de
interacdes, tais como exemplo, as interagdes hidrofébicas. Entretanto, para esclarecer a natureza

dessa interacdo é preciso estudos mais detalhados.
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3.5.4. Interagdo entre TMPyP e CdTe-3-MPA na presenca de HPS

Seguindo o padrdo experimental apresentado até aqui, passou-se ao estudo dos efeitos do

surfactante zwitteriénico HPS na solucdo de TMPyP, seguida pela interacdo do PQ com a solugéo

de TMPyP na presenca do detergente e da sua interagdo com o complexo TMPyP...PQ.

A solucdo de 5,5 uM de TMPyP foi titulada com o surfactante HPS e seus espectros de

absorcao e de fluorescéncia foram monitorados — Figura 71a,b.
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Figura 71. Espectros de a) absorgdo dtica e de b) fluorescéncia corrigida (Jexc = 432 nm) da solucéo de
5,5 UM de TMPyP na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes de HPS. Inserto de a): Espectro
de absorc¢ao dtica da regido das bandas Q da porfirina na presenca de diversas concentracées de HPS.
Inserto de b) Intensidade integral de fluorescéncia corrigida em funcé@o da concentracéo de HPS.

A adicdo de HPS causa uma reducdo significativa na intensidade da banda de Soret (A =
422 nm) do espectro de absorcdo 6tica da porfirina, porém ndo causa nenhuma alteracdo no perfil
do espectro. Na concentracdo [HPS] = 10 mM é possivel observar a formacao de um novo pico em
A =455 nm.

A fluorescéncia da solucéo apresenta aumento da intensidade com a adigdo de HPS (inserto

da Figura 71b). O perfil do espectro de luminescéncia nédo sofre qualquer alteracéo.

Utilizando a equacdo (32) foi realizado o ajuste e calculado o valor da constante de
formacé&o para este sistema (Figura 72) e a constante obtida para a interagdo entre TMPyP e HPS
calculadaem k = (5,2 £ 0,3) x 10> M.
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k=(52+0,3)x 10° M
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Figura 72. Ajuste a intensidade integral da fluorescéncia da solu¢do de TMPYP na auséncia e na

presenca de diversas concentragdes de HPS utilizando a equagéo (32).

A concentracao micelar critica (CMC) do HPS na presenca da porfirina é dada na literatura
como 0,06 MM de CTAB [84]. Assim, foi preparada uma solu¢éo de 5,5 uM de TMPyP com 10,0
mM de HPS e esta amostra foi titulada com o PQ de CdTe-3-MPA enquanto os espectros de

absorcao de fluorescéncia eram monitorados. Os resultados estdo mostrados na Figura 73a,b.
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Figura 73. Espectros de a) absorgdo dtica e de b) fluorescéncia (Aexe = 432 nm) da solucéo de 5,5 uM de
TMPyP com 10 mM de HPS na presenca de diversas concentracfes PQ. Inserto de a) espectros de
absorgdo Otica das bandas Q. Inserto de b) Intensidade integral da fluorescéncia da solu¢éo de TMPyP
com HPS em fungdo da concentracdo de PQ.
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Os espectros de absorcdo (Figura 73a) mostram que a adi¢cdo do PQ de CdTe-3-MPA na
solucdo de TMPyP na presenca de micelas de HPS causa o deslocamento do pico de absor¢éo ética
da banda de Soret de L = 422 nm para A = 460 nm. Também & possivel observar a formacao de um
ponto isobéstico em A =440 nm, o que indica que ha duas espécies que se consomem. Os espectros

de absorcao também apresentam mudangas nas bandas Q.

Os espectros de luminescéncia (Figura 73b) apresentam um deslocamento do pico do
espectro de luminescéncia de A = 650 nm para A = 630 nm. Além disto, observa-se supressao da
intensidade total de luminescéncia, conforme aumenta-se a concentracdo de PQ no meio (inserto
da Figura 73b).
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Figura 74. Ajuste da intensidade integral de luminescéncia utilizando a equacéo (6) da solugdo de 5,5
MM de TMPyP na presenca de 10 mM de HPS em funcdo da concentragdo de PQ.

A Figura 74 mostra o ajuste com a equacao de Stern-Volmer (equacédo (6)) da intensidade
de luminescéncia da solucdo de TMPYP na presenca de HPS em funcéo da concentragédo do PQ de
CdTe-3-MPA, que neste caso esta atuando como supressor da luminescéncia do sistema. Foi obtido
o valor da constante de Stern-Volmer de Ksy = (1,2 +0,1) x 10’ M1, Na auséncia de HPS este valor

foi de Ksy = (6,0 + 0,5) x 10° M, ou seja, metade do valor obtido na presenca de HPS.

Analisando as curvas de decaimento da intensidade da luminescéncia do sistema
TMPyP + HPS, na auséncia e na presenca de diferentes concentracdes do PQ de dTe-3-MPA
(Figura 75a), é possivel perceber que inicialmente, em [CdTe-3-MPA] = 0 M, a curva de

decaimento temporal se mostra monoexponencial, com tempo de vida de T = (4,7 = 0,1) ns. A
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adicdo do PQ na solugédo faz com que a curva de decaimento temporal da luminescéncia se torne
biexponencial e permanece com os tempos de vida inalterados em 11 = (1,0£0,1)nse 12 = (4,9 =
0,2) ns, poréem a contribuicdo do tempo de vida mais curto para a luminescéncia do sistema

aumenta, enquanto que a contribuicdo do tempo de vida mais longo diminui, conforme Figura 75b.
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Figura 75. a) Curvas de decaimento temporal da intensidade de luminescéncia (Aexc = 432 nm e Aem = 650
nm) da solucéo de 5,5 UM de TMPyP com 10 mM de HPS na presenca de diversas concentragdes de Cde-
3-MPA. b) Contribui¢des das componentes com tempo de vida 71 (R1) e com tempo de vida > (R2) em
funcéo da concentracgéo de PQ.

Estes valores obtidos para os tempos de vida sdao muito proximos dos observados na
auséncia do surfactante (t1 = (5,3 +£0,2) ns e 72 = (1,6 £ 0,2) ns). O tempo de vida mais longo (aqui
chamado de t1) € compativel com o tempo de vida da porfirina, enquanto que o tempo de vida mais
curto (aqui chamado de t2) € associado ao tempo de vida do complexo TMPyP...CdTe-3-MPA.
Desta forma, a Figura 75b, juntamente com a Figura 73a, corrobora a hip6tese de que a porfirina
estd sendo consumida para a formacéo de complexo, assim como ocorre na auséncia do surfactante
zwitteridnico, mostrando que este surfactante ndo somente nao impede a formacdo do complexo,

mas, pelo contrério, estimula esta interacao.

Para concluir este estudo da interagdo da TMPyP com o PQ de CdTe-3-MPA na presenca
do surfactante zwitteridnico HPS passou-se a avaliacdo dos efeitos da adi¢do de tal detergente na

solugéo contendo o complexo TMPYP...PQ.
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Para garantir a total formacdo de complexo TMPyP...PQ foi preparada uma solugédo
contendo 5,5 uM de TMPyP com 125 nM de CdTe-3-MPA. Esta solucdo foi titulada com HPS e

suas caracteristicas espectrais foram monitoradas.
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Figura 76. Espectros de a) absorg¢do otica e de b) fluorescéncia (Jex = 432 nm) da solugéo de 5,5 uM de
TMPyP com 125 nM de PQ na presenca de diferentes concentracdes de HPS. Inserto de b): Intensidade
integral da fluorescéncia da solugéo de TMPyP com PQ em funcé&o da concentracio de HPS.

A adicdo de HPS na solucdo contendo o complexo TMPyP...CdTe-3-MPA ndo causou

alteracdes nos perfis espectrais de absorcéo ou de fluorescéncia do complexo, conforme observado

na Figura 76a,b.

O espectro de fluorescéncia sofre um acentuado aumento em sua intensidade devido a

presenca de HPS, inserto da Figura 76b. Utilizando a equacédo (32) foi possivel obter a constante

de ligacéo entre o complexo e o surfactante zwitteridnico (Figura 77).
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Figura 77. Ajuste da intensidade integral de luminescéncia utilizando a equagao (32) da solucéo de 5,5
UM de TMPyP com 125 nM de PQ em funcéo da concentracédo de HPS

O ajuste forneceu uma constante de ligacdo associada ao sistema TMPyP...CdTe-3-MPA

com HPS de k = (1,8 £ 0,4) x 10> ML,

Em seguida analisou-se os efeitos do surfactante no decaimento temporal da luminescéncia

do complexo.
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Figura 78. a) Curvas de decaimento temporal de 5,5 pM de TMPyP com 125 nM de PQ na presenca de
diferentes concentracdes de HPS e b) contribuigéo relativa do menor tempo de vida (R1) e do maior
tempo de vida (R2) em funcdo da concentragdo de HPS.



RESULTADOS E DISCUSSOES| 100

As curvas de decaimento temporal (Figura 78a) mostram que a insercdo de HPS na solucéo
contendo complexo TMPyP...CdTe-3-MPA ndo causa mudanca nos tempos de vida da amostra,
mantendo-se sempre biexponencial e com os valores de tempo de vida 11 = (0,27 £ 0,04) ns e T2 =

(1,35 £ 0,02) ns, independentemente da concentracdo de HPS.

Analisando o comportamento das contribui¢cbes dessas componentes (Figura 78b) é
possivel perceber que a adigdo de HPS causa diminuigdo da contribuigdo de 1 (associada ao nucleo
do PQ) e aumento da contribui¢@o de 12 (associada ao complexo MPyP...CdTe-3-MPA) até [HPS]
= 1,0 mM, os valores de R1 e R2 permanecem constantes apés esta concentragdo de HPS, indicando
que a presenca de HPS no meio favorece a emissdo do complexo em detrimento da emissédo do

nucleo do PQ.

De maneira geral pode-se dizer que a presenca do surfactante HPS facilita a formacao do
complexo, que esta confirmada pelo aumento do valor da constante Stern-Volmer que dobra na
presenca do detergente. Entretanto, ndo afeta as caracteristicas espectrais e dindmicas do complexo
TMPyP...PQ.

3.5.5. Conclusdes Parciais

Os resultados apresentados no estudo da interacdo entre TMPyYP e PQ de CdTe-3-MPA na
presenca de surfactantes de diferentes caracteristicas (Tabela 3) mostram, de forma geral, que os

surfactantes ndo impedem a formacgé@o do complexo de transferéncia de carga entre TMPyYP e PQ.

Por outro lado, surfactantes que possuem carga, tanto negativa, como positiva, como o0 SDS
e 0 CTAB, aumentaram a taxa de formacéo do complexo, sendo que a taxa aumentou em 1,5 vezes
na presenca de SDS e trés vezes na presenca de CTAB em relacdo ao meio aquoso. Isto indica que
a carga positiva pode estimular duas vezes mais a formacao de complexo em relacdo ao surfactante

de carga negativa.

Na presenca do surfactante zwitteridnico a constante K de formagdo do complexo
TMPyP...PQ € duas vezes maior que na auséncia de surfactantes. Este resultado indica que a carga
dos polos do surfactante esta influenciando no sistema de modo a favorecer a formacdo de

complexo.



RESULTADOS E DISCUSSOES| 101

Na presenca do surfactante Triton X-100, que ndo possui cargas, a taxa de formagéo de
complexo caiu cerca de 4 vezes e o fator de acessibilidade foi 20 vezes menor em comparagéo com
a auséncia do surfactante. Estes valores indicam que a interacdo fraca, na auséncia de interagédo
eletrostatica, causa a diminuicdo na taxa de formacdo do complexo e torna mais dificil a

acessibilidade do PQ a porfirina.

Tabela 3. Valores obtidos para a constante de ligacdo da formacéo do complexo TMPyP...CdTe-3-MPA
em funcdo das nanoestruturas presentes no meio. [TMPyP]o = 5,5 uM.

Nanoestruturas ksv X 106 M1
- 6,0+0,5
SDS 9,1+0,2
CTAB 19+1
Triton X-100 15+0,1
HPS 12+1

3.6. Interacdo entre TPPS4, CdTe-3-MPA e Surfactantes

Foram estudadas as interacdes entre TPPSs e PQ de CdTe-3-MPA na presenga de
surfactantes de diferentes estruturas, a saber: CTAB, de carga positiva, Triton X-100, que nédo
possui carga, e 0 HPS que é zwitteridnico. O estudo foi realizado em dois pHs, 4,0 e 7,0, isto se
fez necessario por causa dos diferentes estados de carga da porfirina (biprotonada e desprotonada).
Anotacdo: todos trés componentes: TPPS4, ponto quantico CdTe-3-MPA e surfactante SDS,
possuem a carga negativa, a interacdo entre eles deve ser fraca devido a repulsao eletrostatica. Por

este motivo decidimos por néo fazer os estudos da interagéo entre TPPS4 e QP na presenga de SDS.

3.6.1. Interagéo entre TPPS4 e CdTe-3-MPA na presenca de CTAB

Os efeitos da interagdo entre a porfirina TPPS4 e o surfactante cationico CTAB, tanto em
pH 4,0, quanto em 7,0, estdo apresentados de forma detalhada em [39]. No estudo os autores

apontam que quando a TPPS; se ligaao CTAB o ponto de pKa da porfirina é deslocado de 5,0 para
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2,5, de modo que nos dois pHs estudados, quando ligada ao CTAB, a porfirina sempre se encontra
na forma desprotonada. Os autores também relatam que as caracteristicas fotofisicas da TPPS4 séo

pouco afetadas pelo CTAB quando a porfirina se encontra em estado ndo protonada.

I. EmpH 4,0

Foi preparada uma solucéo de 1,6 uM de TPPS4 e 2,0 mM de CTAB em tampao fosfato e
utilizou-se HCI para reduzir o pH do tampéao até pH 4,0. Essa solucéo foi titulada com CTAB e as

caracteristicas espectroscopicas foram monitoradas. Os resultados estdo apresentados na Figura 79.

a) b)
[CdTe-MPA], nM | 700 - . i
0 m s e, e o ° .
= 600 2 i
— 10 b < 3
20 g 500 - % i
<«@ ig
31 1 @ 400 _
41 g
_g; | = 300 - 0 20 40 [Pag]vnhfo 100 120 140
(0]
© 200 -
— 123 X)
4 8 100 -
»
g 0
T T T T T '100 T T
300 400 500 600 700 650 700 75

. Comprimento de onda, nm
Comprimento de onda, nm P

Figura 79. Espectros de a) absorgéo otica e de b) fluorescéncia da solucéo de 1,6 uM de TPPSs e 2,0 mM
de CTAB em pH 4,0 na presenca de diferentes concentrac@es de Cde-3-MPA. Inserto de b): Intensidade
integral de fluorescéncia (Lexe = 425 nm) em funcéo da concentracédo do PQ de CdTe-3-MPA

Na Figura 79a observamos que o espectro de absorcdo Otica condiz com o espectro da
porfirina TPPS4 em sua forma desprotonada, com o pico da banda de Soret localizado em A = 417
nm e que a adi¢do de PQ nédo causa nenhuma alteragéo relevante, apresentando apenas uma ligeira
queda, da ordem de 6% da intensidade do espectro na auséncia de PQ, a qual atribuimos aos efeitos
de diluicdo da amostra.

O mesmo pode se dizer do espectro de fluorescéncia (Figura 79b). O inserto da Figura 79b
mostra que a adi¢do de PQ n&o causa nenhuma alteragéo relevante no perfil espectral da porfirina

na presenca do surfactante CTAB.
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Figura 80. Curvas de decaimento temporal da intensidade de fluorescéncia (Aexc = 425 nm Aem = 650 NM)
da solucéo de 1,6 uM de TPPSs com 2,0 mM de CTAB em pH 4,0 na auséncia e na presenca de 123 nM
de CdTe-3-MPA.

A Figura 80 mostra que a insercdo do PQ na solucdo ndo altera as caracteristicas do

decaimento temporal da fluorescéncia da solugcdo, mantendo-se uma curva monoexponencial com

tempo de vidat= (11,3 +0,1) ns.

i EmpH 7,0

O método imposto no experimento acima foi repetido, porém desta vez foi preparado em

tampéo fosfato de pH 7,0.
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Figura 81. Espectros de a) absorcéo 6tica e de b) fluorescéncia (Lexc = 425 nm) da solucéo de 1,6 uM de
TPPS, e 2,0 mM de CTAB em pH 7,0 na presenca de diferentes concentracfes de PQ.
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Os espectros de absorcdo da Figura 81a mostram que adi¢do de PQ na solucdo de TPPSs e
CTAB em pH 7,0 ndo causa nenhuma mudanga no perfil do espectro de absorcdo da solucdo. O
pico de absor¢do em A = 417 nm apresentou uma queda de 7%. Esta queda ¢ associada aos efeitos

de diluicdo da preparacdo da amostra.

Os espectros de fluorescéncia (Figura 81b) apontam que o sistema apresenta trés picos de
emissdo e cada um tem seu comportamento proprio. Em A2 = (648 £ 2) nm e A3 = (710 = 1) nm néo
foram observadas nenhuma mudanca significativa, porém na regido espectral entre 500 nm e
650 nm observa-se um aumento da intensidade de luminescéncia do sistema com a adi¢do de PQ

ao meio. Esse aumento esta associado com a luminescéncia de PQ.

Conforme ja discutido na secdo 3.3, o sistema TPPS4 e PQ ndo formam complexo entre si
em pH 7,0.

Analisando os decaimentos temporais da solucdo para diferentes concentragdes de PQ, é
possivel perceber que a adicdo de CdTe-3-MPA néo causa mudancas significativas no tempo de
vida da fluorescéncia da solugcdo, mantendo-se em uma forma monoexponencial com tempo de
vida t = (10,9 = 0,2) ns, que é compativel com o tempo de vida da porfirina TPPSs em pH 7,0.
(Figura 82).
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Figura 82. Decaimento temporal da intensidade de luminescéncia (Aexc = 422 nm, Aem = 650 nm) da
solucéo de 1,6 uM de TPPS. e 2,0 mM de CTAB em pH 7,0 na auséncia e na presenca de diferentes
concentragdes de PQ.
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Baseando-se nestes resultados e em acordo com trabalhos anteriores [37,62] podemos
concluir que na presenga de CTAB tanto em pH 4,0 como em pH 7,0 a porfirina TPPS4 esta em

sua forma desprotonada que ndo interage com PQ CdTe-3-MPA.

3.6.2. Interagéo entre TPPS4 e CdTe-3-MPA na presenca de Triton X-100

O estudo da interagdo entre TPPS4 e 0 PQ de CdTe-3-MPA na presenga de micelas de
Triton X-100 também foi realizado em dois pHs: 4,0 e 7,0. O método experimental foi 0 mesmo
para ambos os pHs. Foi preparada uma solucao contendo 1,6 uM de TPPS4 e 5,0 mM (para pH 4,0)
ou de 2,0 mM (para pH 7,0) de Triton X-100 e em seguida adicionado PQ, as caracteristicas

espectrais foram monitoradas para as diferentes concentracdes de PQ.

i EmpH 4,0

Na auséncia de PQ e na presenca de Triton X-100 o maximo da banda de Soret de TPPS,4
esta localizada em A = 420 nm (Figura 83a), que ndo coincide com aquela em tampéao em pH 4,0
ou pH 7,0. Isso mostra que existe a interacdo entre porfirina e Triton X-100.
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Figura 83. Espectros de a) absorcéo 6tica e de b) fluorescéncia (Lexc = 422 nm) da solucédo de 1,6 uM de
TPPS, e de 5,0 mM de Triton X-100 em pH 4,0 na presenca de diversas concentracGes de CdTe-3-MPA.
Inserto de a) Espectros de absorcéo Gtica das bandas Q da solugdo de TPPS4 com Triton X-100 em pH
4,0 na presenca de diferentes concentracdes de PQ. Inserto de b) Intensidade integral da fluorescéncia da
solugéo de TMPyP com Triton X-100 em fungdo concentracéo de PQ
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Os espectros de absorg¢do 6tica ndo apresentaram mudancas significativas na banda de Soret
(A =420 nm) com a adi¢do do PQ.

Ja na regido espectral das bandas Q (regido entre A =470 nm até A = 700 nm) observou-se
um fraco aumento da intensidade com a adi¢do do PQ (inserto da Figura 83a), porém, tanto as
bandas Q, quanto a banda de Soret ndo sofreram alterac6es no perfil espectral de absorgéo dtica.

A fluorescéncia da solugdo contendo porfirina e surfactante ndo apresentaram mudancas
nos perfis espectrais de fluorescéncia com o aumento da concentragdo de PQ no meio, porém ao
adicionar 20 nM de CdTe-3-MPA observa-se que a intensidade total do espectro de emisséo
aumenta substancialmente, seguida por um platd para concentrac@es de PQ entre 20 nM e 60 nM

e para concentragdes mais altas ([PQ] > 120 nM) ha queda da intensidade (Figura 83b).

Analisando as caracteristicas temporais da fluorescéncia da solucao se observa que o perfil
de decaimento temporal da fluorescéncia da amostra ndo sofre alteracdes significativas com a
adicdo de PQ (Figura 84).
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Figura 84. Decaimento temporal da intensidade de fluorescéncia (Jexc = 422 nm, Zem = 650 M) da
solugéo de 1,6 UM de TPPS, e 5,0 mM Triton X-100 em pH 4,0 na presenca de diferentes concentragdes
de PQ.

Foi utilizado o ajuste biexponencial nas curvas de decaimento temporal da Figura 84 para
obter os tempos de vida das componentes e as suas respectivas contribui¢des. Os tempos de vida
observados foram t1 = (2,7 + 0,6) ns e 12 = (12,1 + 0,4) ns e as contribui¢cbes das componentes
foram, respectivamente, Ry = (0,12 + 0,04) e R, = (0,88 £ 0,04).
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Os valores dos tempos de vida de fluorescéncia observados sdo caracteristicos da porfirina
em pH 4,0 e pH 7,0, respectivamente. Este resultado aponta para a existéncia de duas formas da
porfirina na amostra e em equilibrio: a porfirina na forma protonada e na forma desprotonada.
Entretanto a concentracdo da forma protonada é 7 vezes menor que da desprotonada. Isto significa
que na presenga de Triton X-100, em pH 4,0, a maior parte da porfirina esté ligada ao surfactante
e desprotonada.

Podemos concluir que as micelas de Triton X-100 interagem com a porfirina TPPS4 na sua
forma protonada. A adicdo de PQ nédo causa alteracOes nas proporcOes das contribuicOes de
fluorescéncia das espécies protonada e desprotonda visto que os valores das contribui¢fes das
componentes continuam inalterados com a adicdo de PQ a solucdo. Mais do que isto, a interagédo
com o Triton X-100 diminui a probabilidade de formacdo de complexo de transferéncia e prétons

entre o PQ e a porfirina.
ii. EmpH 7,0

Utilizando o mesmo método descrito no estudo da interacdo da TPPS4 com PQ na presenca

de Triton X-100 em pH 4,0 foram realizados os experimentos em pH 7,0.

Foram obtidos os espectros de absorgéo e de fluorescéncia da solugéo contendo 1,6 uM de
TPPS4 e 2,0 mM de Triton X-100 em pH 7,0 na auséncia e na presenca de diversas concentragdes
de CdTe-3-MPA (Figura 85a,b).

O pico da banda de Soret no espectro de absorcao da forma desprotonada TPPS4 na presenca
de Triton X-100 sofre um deslocamento de 413 nm para 420 nm, mostrando que a porfirina esta

ligada com micelas de Triton X-100.
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Figura 85. Espectros de a) absorc¢éo Otica e de b) fluorescéncia (lexc = 422 nm) da solugéo de 1,6
MM de TPPS4 e 2,0 mM de Triton X-100 em pH 7,0 na presenca de diversas concentragoes de
CdTe-3-MPA. Inserto de a): Espectros de absorcéo 6tica da solucéo de 1,6 uM de TPPSs e 2,0
mM de Triton X-100 em pH 7,0 na presenca de diversas concentracdes de PQ na regido entre 1
=490 nm e 2 = 700 nm (bandas Q da porfirina).

Os espectros de absor¢éo 6tica da solucdo (Figura 85a) ndo apresentam nenhuma mudanca
em seu perfil com a adi¢do de PQ a solugdo. O pico da banda de Soret (A = 420 nm) sofre uma
queda de aproximadamente 6% do valor inicial da absorcdo e esta atribuida aos efeitos de diluicdo
da amostra causados pela adi¢do da solucdo de PQ. Na regido das bandas Q (490 nm <A <700 nm)
observa-se aumento na intensidade da absorcéo (inserto da Figura 85a), que pode ser associado
com o aumento do espalhamento devido a adicdo de PQ, entretanto esta aumento ndo é

consideravel, pois esté na faixa de desvio da linha base do espectrofotdmetro.

O espectro de luminescéncia (Figura 85b) mostra uma nova banda de emissdo na regido
espectral de 500 nm até 650 nm que tem relacdo diretamente proporcional com a concentracéo de
PQ no meio. Os picos de emissao localizados em A = 650 nm e A = 680 nm nao sofrem qualquer

alteracdo com a adigédo de PQ.

Foram obtidos os decaimentos temporais da fluorescéncia de 1,6 uM de TPPS4 com 2,0
mM de Triton X-100 na auséncia e na presenca de diferentes concentracfes de PQ em pH 7,0
(Figura 86). Ficou claro que a adicdo de PQ néo altera o decaimento temporal da intensidade de

fluorescéncia da porfirina na presenca do surfactante, sendo que a curva de decaimento manteve-
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se uma monoexponencial com tempo de vida T = (12 + 0,1) ns, que ¢ caracteristico do tempo de

vida da porfirina em pH 7,0.

Baseando-se nesses resultados, ndo podemos confirmar nenhum tipo de interacdo entre
porfirina TPPS4, micelas de Triton X-100 e PQ de CdTe-3-MPA em pH 7,0.
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Figura 86. Curvas de decaimento temporal da intensidade de fluorescéncia (Aexc = 422 nm, Aem = 650 NM)
da solucdo de 1,6 uM de TPPS4 e 2,0 mM de Triton X-100 em pH 7,0 na auséncia e na presenca de
diferentes concentracdes de PQ.

3.6.3. Interacéo entre TPPS; e CdTe-3-MPA na presenca de HPS

Com o intuito de continuar avaliando a influéncia da estrutura do surfactante na interacéo
entre a porfirina TPPS4 e 0 PQ de CdTe-3-MPA, passou-se ao estudo desta interagcdo na presenca

do surfactante zwitteridénico HPS.

A interacdo entre a porfirina TPPS,4 e o surfactante HPS ja foi estudada nos pHs 3,0 e 7,5,
conforme se observa em [79]. Neste artigo os autores sugerem que a porfirina se liga ao surfactante
causando uma protonacdo parcial do grupo sulfonato da porfirina, estando as duas espécies em

equilibrio quimico: mondmeros de porfirina livre e os ligados ao surfactante.

Os estudos da interagcdo TPPS4 e PQ na presenca de HPS foram feitos em pH 4,0 e 7,0. Para
ambos os pHs foi preparada em solugdo tampéo fosfato a solucdo de 1,6 UM de TPPS4 e 2,0 mM
de HPS e adicionada aliquotas de PQ enquanto monitorava-se 0s espectros de absorgdo, de

fluorescéncia estética e de fluorescéncia com resolucéo temporal.
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i Em pH 4,0

Os espectros de absorcdo Otica e de fluorescéncia estatica da solucdo de 1,6 UM de TPPS4
e 2,0 mM de HPS preparada em pH 4,0 na presenca de diferentes concentraces de PQ de CdTe-
3-MPA, variando de 0 até 82 nM, estdo mostrados na Figura 87a,b.

O pico da banda de Soret no espectro de absorcao, na presenca de HPS, apresenta maximo
em 418 nm. Este valor é compativel com a posi¢do de maximo observado da porfirina desprotonada
ligada ao surfactante Triton X-100. Isto indica que neste caso a porfirina também esta ligada com

micelas de HPS e que esta ligacdo causa a desprotonacdo da TPPSa.

a) b)
[CaTe3-MPAL a1 ] 2 ' ' [CdTe-3-MPA], "M
. 1000 - —_0 ]
© @®
: 5 ] © —10
i ©  800- 20 -
- = ? —
S 2 1 £ 600 61 ]
c 2 S —82
«© 3 =
2 < ‘ ‘ ‘ ‘ 1 o 400+
2 500 550 600 650 700 ©
2 Comprimento de onda, nm - 8 200-
@®
\ -~ o
2 0
400 500 600 700 *qé 600 650 700 750
Comprimento de onda, nm - Comprimento de onda, nm

Figura 87. Espectros de a) absorcéo 6tica e de b) fluorescéncia (Lexc = 422 nm) da solucédo de 1,6 uM de
TPPS, e 2,0 mM de HPS em pH 4,0 na presenca de diferentes concentragdes de PQ. Inserto de a):
Espectros de absorcéo dtica da regido conhecida como bandas Q (490 nm < <700 nm) da porfirina na
presenca de HPS na auséncia e na presenca de diversas concentracGes de PQ.

Os espectros de absorcao (Figura 87a e seu inserto) mostram que a adi¢do de PQ a solucéo,
neste pH ndo causa nenhuma alteracdo relevante. E observado ainda que tanto na banda de Soret
em A =418 nm, quanto nas bandas Q, A =515 nm, 549 nm, 588 nm e 645 nm, que a adi¢éo de PQ
gerou, no maximo, uma queda destes picos equivalente a cerca de 7% em relacdo aos valores na

auséncia de PQ. Essas alteracfes ocorrem em funcdo dos efeitos de diluicdo da amostra.

Os espectros de fluorescéncia (Figura 87b) ndo apresentam quaisquer alteracdes com a

adicdo de PQ, mantendo os dois picos observados (Aem = 649 nm e 712 nm) inalterados.
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Também foram analisadas as curvas de decaimento temporal da luminescéncia do sistema

em estudo, conforme Figura 88.
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Figura 88. Curvas de decaimento temporal da intensidade de fluorescéncia (Aexc = 422 nm, Aem = 650 NM)
da solucdo de 1,6 uM de TPPS4 e 2,0 mM de HPS em pH 4,0 na auséncia e na presenca de diferentes
concentragdes de PQ.

A adicdo de PQ ndo foi capaz de alterar o perfil de decaimento temporal da fluorescéncia
da solugdo de TPPS; com HPS em pH 4,0 que se manteve uma curva de decaimento
monoexponencial com tempo de vida t = (12,2 + 0,3) ns, independentemente da concentragdo de

PQ. O tempo de vida observado é caracteristico da porfirina em sua forma desprotonada.
ii. EmpH 7,0

Em pH 7,0 foram obtidos os espectros de absor¢do Otica e de fluorescéncia estatica da
solucéo contendo 1,6 UM de TPPS4 e 5,0 mM do surfactante HPS em pH 7,0 (Figura 89a,b).

O espectro de absorcéo da porfirina na presenga de 5,0 mM de HPS apresenta 5 picos de
absor¢dao muito distintos entre si. A posi¢do do pico de Soret € A = 418 nm, mesmo como em pH
4,0, mostra a ligacao da porfirina com HPS. A adi¢do de PQ ndo causou deslocamento do pico de
absorcdo, mantendo-se em 418nm, porém apresentou uma pequena queda na presenca de 123 nM
de PQ, cerca de 9%, quando comparado com a sua intensidade na auséncia de PQ e na presenca de
123 nM de PQ.
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Os picos em A =515 nm, 550 nm, 588 nm e 645 nm (bandas Q) apresentam comportamento
semelhante ao observado para a banda de Soret. Ndo apresentam nenhum deslocamento, apenas

uma pequena queda de intensidade da absor¢do (= 8%) com a adi¢do de PQ.

Atribuimos estas diminui¢fes de intensidade nos espectros de absorcdo aos efeitos de

diluicdo causados no preparo das amostras.
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Figura 89. Espectros de a) absorcéo 6tica e de b) fluorescéncia (Lexc = 422 nm) da solucédo de 1,6 uM de

TPPS4 e 5,0 mM de HPS em pH 7,0 na presenca de diferentes concentracgdes de CdTe-3-MPA. Inserto de

a): Espectros de absorcéo 6tica da regido conhecida como bandas Q (490 nm <1 <700 nm) da porfirina
com 5,0 mM de HPS na presenca de diversas concentracfes de PQ.

Os espectros de fluorescéncia (Figura 89b) mostram que na auséncia do PQ existem duas
bandas de emissdo bem definidas, uma em 650 nm e outra em 715 nm. Essas duas bandas, em pH
7,0, ndo sofrem alteracGes com a adicdo do PQ de CdTe-3-MPA, porém ha o surgimento de uma

nova banda de emissédo, na regido de 550 nm até 650 nm, associada com a luminescéncia do PQ.

Observando os decaimentos temporais (Figura 90) é possivel perceber que a adigdo do PQ
ndo causa alteracdes significativas no perfil de decaimento da amostra que se mantém uma
monoexponencial com tempo de vida médio de T = (12,2 = 0,1) ns. Este valor de tempo de vida é

caracteristico da porfirina TPPS4 em sua forma desprotonada.
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Figura 90. Curvas de decaimento temporal da intensidade de fluorescéncia (Aexc = 422 nm, Aem = 650 NM)

de 1,6 uM de TPPS; e 5,0 mM de HPS em pH 7,0 na presenca de diferentes concentragdes de CdTe-3-
MPA.

3.6.4. Conclusoes Parciais

Em todos os casos estudados, em pH 4,0, na presenca do surfactante carregado CTAB, do
neutro Triton X-100 e do o zwitteriénico HPS, a porfirina TPPS4 esta em sua forma desprotonada
e, nesta forma, ndo interage com o PQ de CdTe-3-MPA. O mesmo comportamento foi observado

nos dados dos experimentos realizados em pH 7,0.



4. CONCLUSOES
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Neste trabalho, estudou-se a interagéo das duas porfirinas, a porfirina meso-tetrametil piridil
(TMPyP) com carga liquida +4 e a porfirina meso-tetrasulfatofenil (TPPS4) com carga liquida -4
em pH 7,0 e -2,0 em pH 4,0 com o0 PQ de CdTe-3-MPA na presenca de diferentes nanoestruturas
que mimetizam as estruturas bioldgicas. A principal diferenca entre as porfirinas usadas no estudo
é a carga liquida em meio aquoso,

Os valores das constantes de formacgédo de complexo da porfirina com PQ em funcdo da

estrutura do sistema biomimético estdo compilados na Tabela 4.

Tabela 4. Relagéo dos valores de constantes de ligagdo K (M™) obtidos nos sistemas estudados**

SISTEMA K x 108 M1 f
TMPyP adicionando CdTe-3-MPA 6,0+0,5 -
CdTe-3-MPA adicionando TMPyP 50x0,3 1,17 £ 0,05
TMPyP adicionando ASB 0,73* -
CdTe-3-MPA adicionando ASB 1,2+£0,1 -
TMPyP com ASB adicionando CdTe-3-MPA 10+3 -
TMPyP adicionando SDS 0,039 £ 0,002 -
TMPyP adicionando Triton X-100 0,0050 + 0,0005 -
TMPyP adicionando HPS 0,00052 £ 0,00003 -
TMPyP com SDS adicionando CdTe-3-MPA 9,1+0,2 -
TMPyP com CTAB adicionando CdTe-3-MPA 19+1 -
TMPyP com HPS adicionando CdTe-3-MPA 12+0,1 -
TMPyP com Triton X-100 adicionando CdTe-3-MPA 15+£0,1 0,006 + 0,02
TPPS4 adicionando CdTe-3-MPA, pH 4,0 2,4%0,2 -
CdTe-3-MPA adicionando TPPS, pH 4,0 >rrnm 5805 095000
625 nm 22+0,2 0,68 £ 0,04
CdTe-3-MPA adicionando TPPS4, pH 7,0 2,5%0,1 0,37 £0,03
TPPS4 adicionando ASB, pH 4,0 150 -
TPPS4 adicionando ASB, pH 7,0 3,2 -
TPPS4 com CdTe-3-MPA adicionando ASB, pH 4,0 12000 -
TPPS4 com CdTe-3-MPA adicionando ASB, pH 7,0, 6,5+0,2 -

*Qbtido em [78]

**Devido aos fracos efeitos da interacdo nas caracteristicas fotofisicas, as constantes de ligacdo ndo foram
determinadas para os sistemas TMPyP adicionando CTAB, TPPS, adicionando CdTe-3-MPA em pH 7,0 e todos os
sistemas envolvendo TPPS, com surfactante adicionando CdTe-3-MPA.
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Com base nos dados apresentados ao longo da tese é possivel concluir que:

I. A porfirina TMPyP (carga liquida positiva) possui forte interacdo com o PQ de CdTe-3-
MPA (carga liquida negativa), enquanto que a porfirina TPPS4 apresenta uma interacdo muito fraca
com o PQ em pH 7,0 (carga total da TPPS4 € -4) e em pH 4,0 (carga total da TPPS, € -2) a interacdo
é mais forte sendo, entretanto, menor quando comparado com a TMPYP. Isto mostra que o estado
de carga dos componentes tem grande influéncia na interacdo com o PQ devido a interagédo
eletrostatica entre eles;

ii. A interacéo entre TMPyP e CdTe-3-MPA gera um complexo de transferéncia de carga com
caracteristicas espectroscopicas distintas e que é capaz de gerar estado excitado tripleto;

iii. O mecanismo de interagdo entre TPPS4 e CdTe-3-MPA se baseia na transferéncia de préton
da porfirina para o PQ e a transferéncia de energia do PQ para a porfirina, sendo que em pH 4,0,
em que a porfirina esta biprotonada, o primeiro mecanismo é predominante;

iv. O complexo TMPyP...CdTe-3-MPA é muito estavel, mantendo-se integro na presenca de
todos os sistemas biomiméticos utilizados (proteina ASB, micelas de SDS, CTAB, HPS, Triton X-
100);

V. Em pH 7,0 foi observado que a adi¢do de ASB em solugdo contendo TPPSs e CdTe-3-MPA
induz a formagdo de um complexo misto da forma TPPS;...CdTe-3-MPA...ASB e em pH 4,0 a
adicdo de ASB induz a destruicdo do complexo TPPS4...CdTe-3-MPA para formar a espécie
TPPS,4...ASB.

Vi. A taxa de formacdo do complexo TMPyP...CdTe-3-MPA varia dependendo dos sistemas
micelares presentes no meio, sendo maior na presenca do surfactante CTAB (carga positiva) e
menor na presenga do surfactante Triton X-100 (carga neutra).

vii.  Em pH 7,0, ndo foi observada interacdo entre TPPSs e CdTe-3-MPA na presenca dos
surfactantes estudados;

viii.  Em pH 4,0, para todos os estudos envolvendo TPPS4, CdTe-3-MPA e surfactante (CTAB,
HPS e Triton X-100) a presenca do surfactante gera a desprotonacédo da porfirina, impedindo assim
a formacéo do complexo TPPSs...CdTe-3-MPA.

De maneira geral apurou-se que a presenca de nanoestruturas alteram a forma de interacao

entre as porfirinas e PQs e que isto deve ser considerado quando se trabalhar com sistemas
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bioldgicos. Também se verificou que o estado de carga dos componentes, porfirina, PQ e das
nanoestruturas presentes tem grande influéncia nas caracteristicas fisicas da interagdo porfirina-
PQ, podendo em alguns casos favorecer a formacao de complexo de transferéncia de energia e/ou
de carga, dificultar a sua formacéo ou até mesmo impedir ou destruir complexos ja formados.
Alguns pontos citados neste trabalho carecem de experimentos que aprofundem o
conhecimento a respeito das interagdes estudadas. Os principais pontos a serem observados como
perspectivas futuras seriam:
o A andlise dos sistemas estudados utilizando outras técnicas experimentais como potencial
zeta e dicroismo circular;
o Eventual estudo do sistema TMPyP + CdTe-3-MPA + ASB na presenca de micelas de
diferentes cargas também se mostra importante para auxiliar no desenvolvimento de um possivel
sistema para tratamento em TFD;
o Estudos in vitro dos sistemas propostos com o intuito de avaliar a toxicidade do sistema e
a sua efetividade em atacar células tumorais.
Os resultados obtidos podem ser importantes para elucidar os mecanismos de acdo de

complexos de porfirinas com PQs em sua aplicacdo na medicina e na biologia.
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