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“Amente que se abre a uma nova ideia
jamais voltara ao seu tamanho original”.
Albert Einstein
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Leandro-Silva, E. Sintese, Caracterizagcao e Otimizagdao de Plataformas
Fotossensibilizadoras Hibridas para Terapia Fotodindmica em Melanoma
Usando Infravermelho Préximo. 2026. 125f. Tese (Doutor em Ciéncia e
Tecnologia de Materiais)- UNESP, Faculdade de Ciéncias, Bauru, 2026.

RESUMO

O melanoma apresenta elevada agressividade bioldgica e limitagées importantes
para terapias fotoativadas, devido sobretudo a forte absor¢cdo da melanina na
regido do visivel. Nesse contexto, a ativacdo no infravermelho préximo (NIR)
constitui uma alternativa promissora, embora ainda limitada pela instabilidade
fotofisica, agregagdo e baixa eficiéncia fotoquimica de  muitos
fotossensibilizadores. Diante disso, este trabalho teve como objetivo sintetizar,
caracterizar e avaliar plataformas hibridas baseadas em éxido de grafeno (GO)
para aplicagdes em terapia fotodinamica (PDT) e terapia fototérmica (PTT) sob
irradiagdo em 808 nm. Inicialmente, foram obtidos hibridos GO—-PS de primeira
geracdo (HPG) com acido fdlico, riboflavina e ftalocianina de cobre, visando
investigar o efeito da ancoragem molecular sobre as propriedades do GO. Em
seguida, foi desenvolvido um sistema de segunda geragao (HSG) a partir da
modificac&o estrutural do GO por sintese hidrotermal assistida por micro-ondas,
gerando o material nMNGO, posteriormente funcionalizado com indocianina verde
(ICG), originando o hibrido mMNGO@ICG. A caracterizagdo estrutural foi
realizada por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), difratograma de Raios
X (DRX), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR),
espectroscopia Raman, espectroscopia  UV-Vis  (ultravioleta-visivel),
fluorescéncia, potencial zeta (PZ) e ensaios fotoquimicos com a sonda DPBF,
além de estudos fototérmicos e ensaios in vitro em células de melanoma A375.
As analises estruturais mostraram a transformagéao progressiva do grafite em GO
e, posteriormente, em um compdsito funcionalizado (mMNGO) com alteragdes
morfologicas, defeitos estruturais e incorporagao de fase magnética. Por Raman,
observou-se aumento da razdo |(D)/I(G) de 0,59 para o grafite, 1,07 para o GO,
1,18 para o NGO e 1,32 para o mNGO, indicando aumento progressivo da
desordem estrutural. Por DRX, o desaparecimento do pico caracteristico do GO
e o surgimento de novos picos atribuidos a magnetita confirmaram a formacao
do compdsito magnético. Os resultados de FT-IR, UV-Vis e fluorescéncia
corroboraram a modificacdo da rede carbonacea, a formacdo de estados
eletronicos intermediarios e a interagao eficiente entre a matrize a ICG. O PZ do
MmNGO em pH 6,8 foi de 11,57 (£ 2,1) mV na diluicdo 1:100 e 17,15 (£ 5,7) mV
na diluigdo 1:1000, indicando estabilidade coloidal moderada e superficie
positivamente carregada. Os HPG apresentaram modificagdes eletronicas,
porém desempenho limitado sob excitacdo NIR. Em contraste, o HSG, sistema
MNGO@)ICG, exibiu resposta fotoativa superior, com efeito batocrémico da ICG
apos ancoragem, maior estabilidade foténica sob 808 nm, supressao parcial de
fluorescéncia e geracao de oxigénio singleto ('O,) evidenciada pela degradagao
da sonda DPBF. Nos ensaios fototérmicos, sob a dose de luz igual a 200 mW.cm-
2 e radiacdo em 808 nm, o hibrido apresentou resposta dependente da



concentracao, atingindo uma variagao térmica em torno de 9°C em 300 s e 2,50
mg/mL, com perfil térmico mais estavel que nos componentes separados. Nos
testes in vitro, sob a mesma dose de luz, observou-se redugao inicial da
viabilidade celular apés irradiagdo, seguida de recuperagao parcial em 24 h,
indicando que a atividade bioldgica ainda depende da otimizagdo de parametros
como concentragcdo, tempo de incubagao e condi¢cbdes de irradiacdo. De forma
integrada, os resultados demonstram que a eficiéncia do sistema ndo depende
apenas da presenca do PS, mas da interacéo entre a matriz modificada e a ICG.
A estrutura do mNGO contribui para a estabilizagao fotofisica do corante e para
a modulacao dos processos de transferéncia de carga e dissipagcédo de energia,
enquanto a ICG desempenha papel central na absorgcao da radiacdo em 808 nm.
Assim, o sistema mMNGO@)ICG configura-se como uma plataforma multifuncional
promissora para aplicagcbes combinadas em PDT/PTT.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica; Oxido grafeno funcionalizado; NIR;
Melanoma.
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ABSTRACT

Melanoma is a highly aggressive malignancy that presents major challenges for
photoactivated therapies, primarily because of the strong absorption of visible
light by melanin. In this context, near-infrared (NIR) activation represents a
promising alternative, although its application remains limited by the
photophysical instability, aggregation, and low photochemical efficiency of many
photosensitizers. Therefore, this study aimed to synthesize, characterize, and
evaluate graphene oxide (GO)-based hybrid platforms for photodynamic therapy
(PDT) and photothermal therapy (PTT) under 808 nm irradiation. Initially, first-
generation GO—photosensitizer hybrids (FGHs) containing folic acid, riboflavin,
and copper phthalocyanine were prepared to investigate the effects of molecular
anchoring on the physicochemical properties of GO. Subsequently, a second-
generation system (SGH) was developed through the structural modification of
GO via microwave-assisted hydrothermal synthesis, yielding mNGO, which was
subsequently functionalized with indocyanine green (ICG) to produce the
MNGO@ICG hybrid. Structural and physicochemical characterization was
performed using scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD),
Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), Raman spectroscopy,
ultraviolet—visible (UV-Vis) spectroscopy, fluorescence spectroscopy, zeta
potential measurements, and photochemical assays wusing 1,3-
diphenylisobenzofuran (DPBF) as a probe. Photothermal studies and in vitro
assays using A375 melanoma cells were also conducted. Structural analyses
revealed the progressive transformation of graphite into GO and subsequently
into the functionalized mNGO composite, accompanied by morphological
changes, the formation of structural defects, and the incorporation of a magnetic
phase. Raman spectroscopy showed an increase in the |_D/l_G ratio from 0.59
for graphite to 1.07 for GO, 1.18 for NGO, and 1.32 for mNGO, indicating a
progressive increase in structural disorder. XRD analysis showed the
disappearance of the characteristic GO peak and the emergence of new
diffraction peaks attributed to magnetite, confirming the formation of the magnetic
composite. FTIR, UV-Vis, and fluorescence spectroscopy further supported the
modification of the carbonaceous framework, the formation of intermediate
electronic states, and the effective interaction between the mNGO matrix and
ICG. At pH 6.8, the zeta potential of MNGO was 11.57 £ 2.1 mV at a 1:100 dilution
and 17.15 £ 5.7 mV at a 1:1000 dilution, indicating moderate colloidal stability
and a positively charged surface. Although the first-generation hybrids exhibited
electronic modifications, their performance under NIR excitation was limited. In
contrast, the second-generation mMNGO@ICG system displayed superior
photoactive behavior, including a bathochromic shift in ICG absorption following
molecular anchoring, enhanced photostability under 808 nm irradiation, partial
fluorescence quenching, and singlet oxygen ('O,) generation, as demonstrated
by DPBF degradation. In the photothermal assays, conducted under 808 nm
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irradiation at an irradiance of 200 mW-cm™2, the hybrid exhibited a concentration-
dependent response, reaching a temperature increase of approximately 9 °C
after 300 s at a concentration of 2.50 mg-mL™. The hybrid also exhibited a more
stable thermal profile than its individual components. In the in vitro experiments
performed under the same irradiation conditions, an initial reduction in cell
viability was observed after irradiation, followed by partial recovery after 24 h.
These findings indicate that the biological response remains dependent on the
optimization of parameters such as hybrid concentration, incubation time, and
irradiation conditions. Overall, the results demonstrate that the efficiency of the
system depends not only on the presence of the photosensitizer but also on the
interactions established between the modified matrix and ICG. The mNGO
structure contributes to the photophysical stabilization of the dye and modulates
charge-transfer and energy-dissipation processes, whereas ICG plays a central
role in the absorption of 808 nm radiation. Therefore, the mMNGO@ICG system
represents a promising multifunctional platform for combined PDT/PTT
applications.

Keywords: Photodynamic therapy; Functionalized graphene oxide; NIR;
Melanoma
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1 INTRODUGAO

O cancer é uma doenga com alto potencial de risco de morte aos seres
humanos e se tornara em breve uma das principais causas de morbidade e
mortalidade por todo o mundo’-2. Dentre as formas de cancer mais agressivas e letais
pode-se destacar o melanoma que possui elevada capacidade de metastase em curto
intervalo de tempo e resisténcia as terapias tradicionais®>*. O melanoma se trata da
deformacgao genética maligna dos melandcitos responsaveis pela sintese do pigmento
melanina e sua incidéncia continua a aumentar globalmente. Apesar da raridade do
tumor, menor que 4% em relagdo aos canceres de pele, a mortalidade alcangca 80%
dos casos, representando um desafio para a saude publica*-*.

Recentemente, tem-se observado um aumento significativo nos casos de
melanoma maligno e as abordagens terapéuticas convencionais, como a
quimioterapia e a excisao cirurgica radical, ttm se mostrado limitadas, com resultados
clinicos subdtimos e efeitos colaterais significativos’#. Dentre essas limitagoes,
destaca-se a inespecificidade das drogas quimioterapicas, que afetam ndo apenas as
células cancerigenas, mas também as células saudaveis, levando a efeitos adversos
sistémicos e, além disso, a remogao cirurgica extensiva pode resultar em
comprometimentos estéticos e funcionais*. Em contrapartida, esforgos intensivos vém
sendo direcionados ao desenvolvimento de terapias alternativas menos invasivas e
mais seletivas, visando minimizar os danos colaterais e melhorar a eficacia terapéutica
no tratamento do melanoma maligno. Em vista disso, a terapia fotodinamica (PDT, do
inglés photodynamic therapy) emerge como uma abordagem terapéutica altamente
promissora, atendendo aos critérios de seletividade e minima invasividade'*78,

A PDT utiliza a ativagdo de agentes fotossensibilizadores (PS, do inglés
photosensitizer) especificos por meio de luz de um determinado comprimento de
onda, gerando espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species)
como o oxigénio singleto ('02), radicais hidroxila (OH-), peréxido de hidrogénio (H202)
e superoxido anions (O%), que induzem a morte seletiva das células tumorais, com
danos minimos aos tecidos saudaveis adjacentes®'4. Essa tecnologia, portanto, tem
o potencial de superar as limitagdes das terapias convencionais, proporcionando uma
alternativa eficaz no tratamento de melanomas malignos, com menor incidéncia de
efeitos colaterais.

Diante desse cenario, diversos estudos concluiram que a PDT é extremamente

eficiente no tratamento de varios tipos de canceres em diversas localizagdes do corpo,



podendo sua aplicagéo ser tanto local como via sistémica®'"'21%, Somando-se a isso,
além dos canceres, estudos apontam o uso da PDT no tratamento de varias doengas
ndo oncoldégicas como a Leishmaniose cutanea', doengas associadas a
microrganismos patogénicos e resistentes a antimicrobianos convencionais'”,
diversos tratamentos da cavidade oral e odontolégicas'®'®, tumores ndo malignos de
pele e outras doengas dermatoldgicas?®. Os bons resultados e a possibilidade de
diversas aplicagbes da PDT a tornou muito estudada em varios campos da ciéncia
nos ultimos anos.

Todavia, a aplicacédo da PDT no tratamento do melanoma enfrenta algumas
limitagdes importantes. Entre essas, destaca-se a competicdo entre a melanina, o
pigmento presente nas células de melanoma, e os PSs pela absorgao de fétons na
faixa espectral do ultravioleta (UV) e visivel. Esse fendmeno reduz a eficacia da PDT,
uma vez que a melanina absorve grande parte da energia luminosa que deveria ativar
os PSs. Além disso, os mecanismos de defesa antioxidante das células tumorais,
como a captura da energia do cromdforo fotoexcitado, dificultam a geragao de ROS,
essenciais para a destruicdo celular, o que limita ainda mais a eficacia do
tratamento*?'. Diante disso, como alternativas para superar essas barreiras, estudos
recentes tém explorado o uso de materiais capazes de absorver luz na faixa do
infravermelho préximo (NIR, do inglés near infrared), em comprimentos de onda
superiores a 780 nm. Essa faixa de energia esta fora da alta absor¢ado da melanina, o
que permite uma ativagdo mais eficiente dos PSs, e a luz NIR apresenta maior
capacidade de penetracdo em tecidos profundos, oferecendo uma vantagem adicional
para o tratamento de melanomas por PDT’:?2. Essas abordagens inovadoras ampliam
o potencial da PDT, tornando-a uma ferramenta promissora para superar as limitagoes
do tratamento de melanomas.

Atualmente, a nanotecnologia encontra-se em rapido desenvolvimento, com
diversas aplicagbes emergentes no campo da medicina, abrangendo tanto diagnostico
quanto terapias’?'-?4, Entre os materiais micro e nanoestruturados de destaque esta
o oxido de grafeno (GO). Na sua forma oxidada, o grafeno apresenta alta solubilidade
em agua, uma grande area superficial, biocompatibilidade, atividade fotofisica e
fototérmica e uma absorbancia especifica elevada na faixa do NIR?2%, Além disso, o
GO apresenta capacidade de transferir energia por fotoindugédo e de promover a
transferéncia de cargas para moléculas adjacentes. Adicionalmente, pode atuar como

matriz de suporte para PSs, os quais, quando conjugados ao GO, tendem a apresentar



maior estabilidade fotoquimica e fotofisica durante processos de geracao de ROS,
fundamentais para a destruigdo de células cancerigenas em aplicagdes de PDT7:25-27,

Ademais, a estrutura do GO pode ser modificada por meio de estratégias como
a dopagem heteroatdmica e a incorporagdo de nanoparticulas ou moléculas de
ancoragem, permitindo o ajuste fino de suas propriedades eletrénicas, O6pticas,
magnéticas e de superficie?. Adopagem com heteroatomos, como nitrogénio, enxofre
ou boro, introduz defeitos controlados na rede carbonacea, alterando a densidade
eletronica e favorecendo interagbes com espécies bioativas®?°, De forma
complementar, a incorporacédo de nanoparticulas ou a ancoragem de moléculas
funcionais amplia a versatilidade do material, possibilitando aplicactes
multifuncionais, como direcionamento externo, resposta fototérmica aprimorada e
integragao sinérgica com PSs em sistemas avangados para PDT3%3!. Nesse contexto,
a combinagao entre PDT e o efeito fototérmico revela-se particularmente promissora,
uma vez que parte da energia fotdnica absorvida é dissipada na forma de calor por
meio de processos de decaimento ndo radiativo. Esse fenbmeno resulta em elevagéo
localizada de temperatura, contribuindo para a indugdo de danos térmicos que
potencializa a destruicdo de células cancerigenas por meio da terapia fototérmica
(PTT, do inglés photothermal therapy)’2"3233. Desse modo, canceres superficiais,
como o melanoma primario, podem ser potencialmente tratados por meio da PDT e
PTT, utilizando irradiacdo na faixa do NIR em hibridos a base de GO associados a
cromoforos organicos.

Embora diferentes plataformas a base de GO e PSs tenham sido investigadas
para aplicagbes em PDT e PTT, ainda persistem lacunas relacionadas a obtencao de
sistemas estaveis, ativaveis na regido NIR e capazes de manter desempenho
fotoquimico satisfatorio frente as limitagdes impostas pelo melanoma. Em particular, a
instabilidade fotofisica e fotoquimica de alguns PSs, a tendéncia a agregagdo em meio
aquoso e a limitada compreensao dos efeitos da modificagao estrutural do GO sobre
os processos de transferéncia de energia, supresséo de fluorescéncia e geragéo de
ROS ainda restringem o avango de plataformas hibridas mais eficientes. Além disso,
sdo escassos 0s estudos que integram, em uma unica plataforma, a modificacdo
estrutural do GO, dopagem com nitrogénio, incorporacdo de fase magnética e
ancoragem de PSs ou moléculas organicas fotossensiveis, com avaliacdo
correlacionada entre propriedades estruturais, eletronicas e fotodinamicas voltadas

especificamente ao tratamento do melanoma sob excitagdo NIR.



Portanto, este trabalho fundamenta-se na crescente demanda da ciéncia por
desenvolver terapias mais eficazes, menos invasivas e com minimos efeitos colaterais
para o tratamento do melanoma, uma forma de céncer resistente as abordagens
terapéuticas convencionais. Adicionalmente, busca-se avangar no desenvolvimento e
na otimizagao de PSs hibridos promissores, que apresentem propriedades ideais para
a PDT e sejam capazes de superar a resisténcia intrinseca do melanoma, explorando
a luz na regido do NIR, para alcancgar resultados terapéuticos mais satisfatorios e

inovadores.

2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € sintetizar e caracterizar PSs hibridos estruturados
a base de GO, conjugados a croméforos, que sejam capazes de produzir ROS por
fotoindugéo de energia na faixa espectral do NIR. Além disso, busca-se avaliar o
potencial de aplicagdo desses PSs hibridos em PDT e PTT por meio de testes in vitro

em culturas de células de melanoma.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Sintetizar o GO e promover sua modificagéo estrutural, incluindo estratégias
de funcionalizagdo e dopagem, bem como a ancoragem de
cromoforos/fotossensibilizadores por meio de interacbes covalentes e nao
covalentes, visando a obtencio de sistemas hibridos estruturados e estaveis.
b) Caracterizar estrutural, morfologica, quimica e fotofisicamente os sistemas
hibridos GO-PS obtidos, empregando técnicas espectroscopicas e de
caracterizagao adequadas, a fim de confirmar a funcionalizagéo, as interacdes
eletrénicas e o comportamento Optico dos materiais.
c) Avaliar o desempenho fototérmico e fotoquimico dos sistemas hibridos sob
irradiagéo na regiao do NIR, com énfase na geragéao do 'O, e na eficiéncia de
conversao fototérmica.
d) Investigar o potencial de aplicagao in vitro dos PSs hibridos em PDT e PTT,
por meio de ensaios em culturas de células de melanoma, avaliando

citotoxicidade, resposta a irradiacao e efeitos terapéuticos associados.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 MELANOMA

O melanoma, um tipo agressivo de cancer de pele, foi descrito pela primeira
vez como uma condi¢do distinta no século XIX3*. Em 1806, o médico francés René
Laénnec, reconhecido por suas contribuicdes a medicina moderna, incluindo a
invengao do estetoscdpio, relatou detalhadamente casos de melanoma e identificou a
relacdo entre essas lesdes pigmentadas da pele e sua tendéncia a metastatizar para
outros orgaos, fornecendo uma base crucial para o entendimento subsequente da
doenga®*3%. Desde entdo, o melanoma tem sido objeto de extensas investigagdes
cientificas devido a sua alta letalidade quando diagnosticado tardiamente®.

O cancer melanoma representa cerca de 4% de todos os casos de cancer de
pele diagnosticados anualmente, mas é responsavel por mais de 75% das mortes
devido a sua alta agressividade e potencial metastatico>®34. Aproximadamente,
232.100 casos de melanoma cutaneo sao diagnosticados anualmente, com cerca de
55.500 mortes atribuidas a essa condicdo. Além disso, a taxa de incidéncia e
mortalidade do melanoma cutaneo varia significativamente entre os paises. Em 2012,
a taxa de incidéncia ajustada por idade (segundo a populagdo padrdao mundial) do
melanoma cuténeo foi de 0,2 por 100.000 pessoas-ano no sudeste asiatico, e atingiu
7,7 por 100.000 pessoas-ano nas Américas. As taxas mais elevadas ocorreram na
Nova Zelandia (35,8 por 100.000 pessoas-ano) e na Australia (34,9 por 100.000
pessoas-ano). Na Unido Europeia, a incidéncia foi de 10,2 por 100.000 pessoas-ano,
enquanto na América do Norte foi de 13,8 por 100.000 pessoas-ano. Desde a década
de 1970, a incidéncia do melanoma cutaneo tem aumentado em populacdes
predominantemente de pele clara .

A origem do tumor melanoma esta diretamente relacionado ao
comprometimento genético dos melandcitos, células produtoras de melanina
localizadas na camada basal da epiderme?>62'34  Em condigdes normais, os
melandcitos regulam a produgado de melanina em resposta a radiagdo UV, protegendo
a pele contra danos ao DNA?'. Contudo, a exposigdo excessiva a radiagédo UV, fatores
genéticos e epigenéticos podem induzir mutagdes nos genes reguladores do ciclo
celular, como o BRAF que codifica a proteina B-Raf, envolvida no crescimento celular,
NRAS que codifica uma proteina envolvida na proliferacao celular e o CDKN2A que é

um gene que ajuda a proteger contra o cancer, como 0 melanoma e o cancer de



pancreas®>>®. Estas mutagbes levam a uma proliferagdo descontrolada dos
melandcitos, resultando em formagao de tumores, como mostrado na Figura 1. Além
disso, a capacidade invasiva do melanoma é atribuida a ativagdo de vias de
sinalizagado como MAPK (proteina quinase ativada por mitdgeno) que sédo um conjunto
de proteinas que regulam varios processos celulares, como proliferagéo,
diferenciagcdo e morte, bem como a PI3K-AKT que regula processos como o
crescimento, a proliferagao, a migragao e o metabolismo, promovendo o crescimento

tumoral, resisténcia a apoptose e desencadeando metastases3’-%.

Figura 1: Melanoma Maligno.
Fonte: Grupo Brasileiro de
Melanoma (© 2021)%

Nos ultimos dez anos, o manejo do melanoma avangou significativamente
devido ao desenvolvimento de terapias-alvo e imunoterapias. Entre os tratamentos
mais relevantes estao:

o Inibidores dos genes BRAF e MAPK: Mutacbes no gene BRAF,

presentes em aproximadamente 50% dos melanomas, foram alvo de drogas

como Vemurafenibe e Dabrafenibe. Esses inibidores sao frequentemente
combinados com inibidores de MAPK, como Trametinibe, para superar
resisténcia e prolongar a sobrevida dos pacientes*'42;

. Imunoterapias com inibidores de checkpoint imunolégico: Medicamentos

como Ipilimumabe (anti-CTLA-4), Nivolumabe e Pembrolizumabe (anti-PD-1)



que revolucionaram o tratamento do melanoma, estimulando a resposta
imunoldgica contra as células tumorais*®4. Estas terapias demonstraram
aumentar significativamente a sobrevida dos pacientes, mesmo em casos de
melanoma metastatico;

. Terapias génicas e vacinas terapéuticas: Abordagens como terapia com
células T receptoras de antigeno quimérico (CAR-T)*4 e vacinas
personalizadas baseadas em neoantigenos estdo em fase de investigagao
clinica, com resultados promissores na estimulagdo do sistema imunoldgico*’;
o Terapia de combinagao: Estudos recentes mostraram que a combinagao
de imunoterapia com terapias-alvo oferece sinergismo terapéutico,

maximizando os resultados clinicos*8:4°,

Diante desse contexto, a PDT emerge como uma alternativa promissora para o
tratamento do melanoma e estudos recentes destacam a sua eficacia em melanomas
superficiais, devido a sua capacidade de preservar tecidos saudaveis
circundantes*8%-52. A PDT se baseia na administragdo de um PS seguido pela
exposicdo a luz em comprimento de onda especifico que induz a morte celular
seletiva®3%4, Além disso, as combinagdes de PDT com agentes quimioterapicos ou
imunoterapicos tém demonstrado aumentar a sensibilizacdo das células tumorais®®.

Embora ainda seja necessario estudos adicionais para otimizar parametros
como tipo de PS, dose de luz e estratégias para superar a resisténcia do melanoma,
a PDT se destaca como uma abordagem inovadora, com grande potencial para

redefinir o tratamento do melanoma em cenarios clinicos futuros.

3.2 FOTOSSENSIBILIZADORES (PSs)

Um PS é uma substancia capaz de absorver luz de uma determinada faixa do
espectro eletromagnético e transferir a energia absorvida para moléculas proximas,
gerando reagdes quimicas. Essa transferéncia de energia pode levar a formacéao de
ROS, como o 'O, ou radicais livres, conforme aprofundado mais adiante, que sao
altamente reativos e capazes de causar danos a células, moléculas ou materiais no
ambiente em que estdo presentes. Para serem eficazes, devem ter alta capacidade
de absorcéo de luz, estabilidade quimica e fisica, eficiéncia na geragdo de ROS e

baixa toxicidade na auséncia de luz. Suas aplicacdes incluem diversos tratamentos



por PDT, fotocatalise em processos industriais, desinfeccdo de agua e até na
fabricagdo de materiais avangados®"4.

A descoberta do primeiro PS ocorreu em 1900, quando o quimico alemao Oscar
Raab, trabalhando sob a supervisdo de Hermann von Tappeiner, observou que um
corante, a hematoporfirina, ao ser exposto a luz visivel, provocava a morte de células
microbianas. Esse foi um marco importante no entendimento do fendmeno da
sensibilizagao por luz, que viria a ser descrito de maneira mais detalhada em 1904,
quando von Tappeiner cunhou o termo "fotossensibilizacdo". Essa descoberta abriu
caminho para o desenvolvimento de aplicagdes cientificas e médicas baseadas na
interagdo entre a luz (energia eletromagnética), PSs e oxigénio, posteriormente
chamada de PDT®-%,

Uma das principais caracteristicas estruturais que define um PS eficiente é a
presenca de um sistema m-conjugado extenso associado a sistemas aromaticos com
ou sem heteroatomos integrados, como mostrado na Figura 2(a). Essa rede de
ligagbes duplas alternadas e conjugadas em uma estrutura plana permite uma forte
absorcao de luz em regides especificas do espectro eletromagnético, especialmente
no UV, visivel e no NIR. Essa absorgao € essencial para que a molécula atinja estados
eletrénicos excitados, fundamentais para sua funcionalidade. Além disso, um PS deve
apresentar um alto coeficiente de absortividade molar, o que reflete sua capacidade
de absorver luz de maneira eficiente em um comprimento de onda eletromagnética
especifico®%°,

A estabilidade quimica e a fotoestabilidade sao igualmente importantes, uma
vez que o PS deve resistir a degradacao durante os processos fotoquimicos e evitar
o chamado fotobranqueamento. Para usos biologicos, ajustes na solubilidade em
agua, como a introdugéo de grupos polares, torna-se indispensavel, permitindo maior
biodisponibilidade. Além disso, uma separacéo energética adequada entre os estados
excitados garante a eficiéncia na transferéncia de energia®-°8.%,

Cabe ressaltar, que esses compostos PSs também apresentam espectros UV-
Vis caracteristicos, diretamente relacionados ao seu sistema m-conjugado. Por
exemplo, compostos porfirinicos possuem bandas intensas na regido Soret ou banda
B (~400 nm) e bandas Q (~500-700 nm), conforme apresentado na Figura 2(b), que
sao indicativas de sua estrutura eletronica. Finalmente, o potencial redox da molécula

deve ser cuidadosamente ajustado para promover reagdes especificas. Assim, o



sistema m-conjugado extenso € o coragao quimico-estrutural de um PS, determinando

sua eficiéncia e viabilidade em diferentes aplicagdes®.
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Figura 2: Principais Caracteristicas de um PS Eficiente (a) — Estrutura quimica do PS
ftalocianina; (b) - Espectro de absorbéncia de octaetilporfirina apresentando uma
banda de grande intensidade (Banda de Soret) e quatro bandas menores (bandas Q).
Fonte: Adaptado de Ribeiro et al. (2005)°°

Diante disso, as propriedades estruturais dos PSs, como o sistema n-
conjugado extenso e o alto coeficiente de extingdo ou absotividade molar, séo
essenciais para a absorcao eficiente de luz e geracdo de ROS. A estabilidade quimica
e a possibilidade de ajuste na solubilidade garantem eficacia e seletividade para o uso
em PDT sendo uma abordagem promissora e segura para combater cancer como o

melanoma, além de outras doengas.

3.3 MECANISMOS DA TERAPIA FOTODINAMICA (PDT)

A PDT, como se sabe, € uma técnica que combina luz, um PS e oxigénio
molecular para induzir efeitos terapéuticos em tecidos especificos, sendo amplamente
utiizada no tratamento de cancer, doengas infecciosas e algumas condigdes
dermatoldgicas. No nucleo desse processo, a interagao luz-matéria desempenha um
papel fundamental, envolvendo mecanismos fisicos e quimicos que culminam na

geracgdo de ROS, responsaveis pelos efeitos terapéuticos®®.

3.3.1 Mecanismos Fisicos da PDT

A PDT inicia-se com a absorc¢ao de luz por uma molécula fotossensibilizadora,
que possui um sistema m-conjugado extenso, permitindo transi¢cdes eletrénicas
eficientes. Quando irradiada com luz de comprimento de onda apropriado, geralmente
na regido do visivel ou NIR (780-980 nm)®, a molécula em seu estado singleto

fundamental (Syp) é excitada para um estado eletrénico de maior energia, o estado
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singleto excitado (S7)®', nessa transigcdo ndo ocorre a inversao de spin eletronico, ou
seja, estados eletronicos de mesma multiplicidade de spins, que € uma transicao

denominada permitida, conforme mostrado na Figura 3.
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Figura 3: Resumo do Diagrama de Jablonski. Fonte: Modificado de Lovatto;
Silva (2023)°"

Posteriormente, a partir do estado excitado Sy, 0 elétron excitado pode sofrer o
decaimento radioativo de fluorescéncia ou realiza o cruzamento intersistema (ISC)
para o estado tripleto (77), esse é um processo nao radioativo e de vida mais longa.
Vale ressaltar que nessa transigdo ocorre a inversédo de spin (multiplicidade de spin
diferente) que € uma transigdo denominada proibida (Figura 3) 54575961,

Na sequéncia, o elétron no estado excitado T, ao invés de sofrer o decaimento
radioativo de fosforescéncia (fendmeno de longa duragao devido a reversao do spin),
segue para dois mecanismos principais nao radioativos: Mecanismo ou reagao tipo |
(transferéncia de elétron), no qual o PS em estado T; transfere elétrons diretamente
para moléculas préximas, gerando ROS, como os radicais livres e peroxido 5354, Essas
espécies causam danos oxidativos as estruturas celulares proximas. Ja no
mecanismo ou reacgao tipo Il (transferéncia de energia), o PS transfere energia
diretamente ao oxigénio molecular, por natureza tripleto (302), que é um estado
paramagnético com dois elétrons desemparelhados, excitando-o para o estado

singleto ('02), (Figura 3). Este Ultimo estado do oxigénio é altamente reativo e pode
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oxidar lipideos, proteinas e acidos nucleicos, levando a disfungao celular e morte por

necrose ou apoptose®19.22.25.51.54.61

3.3.2 Mecanismos Quimicos da PDT

Para compreender o mecanismo quimico da PDT & necessario reconhecer que
0 agente PS € uma molécula complexa, e ndo um atomo isolado, sendo assim, justifica
uma analise detalhada baseada em orbitais moleculares ao invés de orbitais atdmicos.
Diferentemente dos atomos, as moléculas possuem orbitais moleculares formados
pela combinagdo de orbitais atdmicos de seus constituintes, resultando em niveis de
energia mais complexos e ajustaveis®®. Essa abordagem é essencial para entender
como os PSs interagem com a luz, bem como os processos de absor¢ao de energia
e excitagdo eletrénica que depende diretamente da diferenga energética entre o orbital
molecular mais ocupado (HOMO, do inglés highest occupied molecular orbital) e o
menos ocupado (LUMO, do inglés lowest unoccupied molecular orbital)%®%,
representados pela Figura 4. Além disso, transi¢cdes eletrénicas especificas, como
o—0*, T—T* € n—7*, SA0 caracteristicas de sistemas moleculares e, as duas ultimas
desempenham papel fundamental na eficiéncia do PS, influenciando sua capacidade
de gerar ROS e de realizar as reagbes quimicas desejadas na PDT®%%3, Portanto, a
analise por orbitais moleculares também é indispensavel para compreender os

mecanismos dessa terapia.

A Estado Excitado
o 4
m* —— LUMO 1 4
n Homo |1 44 |
A el S s S
Iy - I v
A, 4
o 4— L 4 4
Estado Fundamental c»c* =nr>rn* n—>»x*

Figura 4: Transi¢g&o Eletronica por Orbital Molecular. 7 e o —
Orbitais moleculares ligantes; 7* e o* — Orbitais moleculares
anti-ligantes; n — elétrons livres (ndo ligantes). Fonte:
Modlificado de Glogauer; Akcelrud (2004)%
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Nesse sentido, os orbitais moleculares HOMO e LUMO do PS, determinam a
energia necessaria para a excitagao eletronica. Quando a luz incide sobre a superficie
do PS, ela transfere essa energia para as moléculas desse composto e, se a energia
da luminosa (E=hv) for equivalente a diferenca de energia entre o orbital molecular
HOMO e o LUMO, ocorre a absorgédo dessa energia pelo elétron que é promovido do
HOMO para o LUMO, elevando a molécula para um estado de maior energia, o estado
excitado®®+%7 Essa transigcdo eletrbnica inicial € o ponto de partida para os
processos quimicos e fisicos subsequentes na PDT, como ja mencionado
anteriormente®-"",

Ainda na Figura 4, pode-se observar os diferentes tipos de transicoes
eletronicas que dependem da estrutura molecular do PS%-%7, As transigcbes m—mx,
ocorrem em moléculas com sistemas m-conjugados extensos, comuns em PSs
organicos que possuem sistemas aromaticos®®’. Esses sistemas conjugados
extensos reduzem a energia entre o HOMO e LUMO, pois a distancia entre eles é
menor, permitindo a absorg¢ao de luz em comprimentos de onda mais longos, ou seja,
comprimentos de onda de menor energia, como no visivel e NIR. As transigbes n—mx,
com distancia entre os estados ainda menor, envolvem elétrons nao ligantes (pares
isolados ou elétrons livres) de heteroatomos como oxigénio, nitrogénio ou enxofre,
sendo menos intensas, mas ainda relevantes em determinados PSs®¢. Ja a
transicdo oc—o* sdo comuns em moléculas saturadas, como alcanos, e necessitam
de energia relativamente alta como UV para excitagdo do elétron, pois a distancia
entre os estados €& maior, além disso, nos PSs, os elétrons do orbital o estdo
envolvidos nas ligagdes intramoleculares mais fortes e raramente desempenham um
papel significativo em PDT®5-67,

Da mesma forma que nos mecanismos fisicos da PDT, os elétrons do PS no
estado fundamental, localizados neste contexto nos orbitais ligantes (m) e ndo ligantes
(n) do HOMO, s3do excitados pela radiagdo eletromagnética®. Apds a excitacgao,
sofrem a transicao eletronica para os orbitais antiligantes (r+), localizados no LUMO
que, em seguida, passa pelo processo de ISC para o estado T1 que precede as
reagdes quimicas que promovem a geragao de ROS, como relatado no diagrama de
Jablonski (Figura 3). Como ja mencionado, 0 mecanismo ou reagao tipo I, interage
diretamente com moléculas vizinhas transferindo elétrons, contudo, pela teoria dos

orbitais moleculares, o LUMO do PS pode aceitar elétron de uma molécula doadora
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préxima, formando radicais livres’>” e o HOMO, paralelamente, pode ceder elétron
para moléculas receptoras, iniciando reacbes de oxidacdo que também formam
radicais livres’*"°. Ja no mecanismo ou reagéo Tipo Il, o estado T1 transfere energia
diretamente ao 302, promovendo-o ao estado '0O2. Nesse contexto, a transferéncia
ocorre devido a sobreposicéo eficiente dos orbitais moleculares do PS no estado T1
com os orbitais moleculares do oxigénio 02"%77.

A sobreposigcao dos orbitais moleculares entre o estado T1 do PS e os orbitais
do oxigénio 302 é essencial para essa transferéncia de energia, pois o PS nesse
estado possui orbitais com densidade eletronica que podem se acoplar aos orbitais
antiligantes do oxigénio, resultando em uma transferéncia de energia eficiente’®7”. A
compatibilidade entre os estados de energia das duas espécies, juntamente com a
sobreposigédo espacial adequada dos orbitais, permite que a energia seja transferida
sem que haja uma troca de elétrons formal (redox), mas de uma maneira virtual,
tornando o processo mais eficiente e controlado na geragéo do 'O-, tal mecanismo é
conhecido por transferéncia de energia de Dexter’®7°,

No que concerne a transferéncia de energia de Dexter, a distancia entre as
moléculas (PS e %02) deve ser pequena, geralmente em torno de 1 a 10 A, Ja em
relacdo a compatibilidade de energia, a densidade de estados de energia dos orbitais
do PS no estado T1 deve corresponder a energia necessaria para a transigdo de 302
para 'O2 (aproximadamente 94 kJ/mol ou 0,98 eV)¥. Além disso, esse tipo de
transferéncia de energia ocorre em sistemas com estados de spin semelhantes e
alinhados, ou seja, o estado T1 do PS e o 0, facilitando a transferéncia de energia
que resulta em um produto com spins pareados 'Oz, processo permitido, pois ndo
envolve inversdo de spin no contexto do sistema global’®7°. Na Figura 5, € ilustrado o
comportamento dos elétrons do oxigénio nos orbitais moleculares no estado
fundamental 202 e ao receberem energia por meio do mecanismo de transferéncia de
Dexter, resultando em sua transigdo para o estado '0O2 mais reativo.

Na PDT, a transferéncia de energia de Dexter é o principal mecanismo
responsavel pela geragdo de '02°. Porém, apesar das distingdes entre os
mecanismos de tipo | e tipo Il, ambos sao importantes na acdo de danos seletivos as
células-alvo. Nesse contexto, a escolha do PS é um fator crucial, pois ele deve ser
capaz, quando excitado, de absorver eficientemente energia eletromagnética e

desencadear as reagdes quimicas e fisicas necessarias para a producdo de ROS.
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Além disso, o PS deve apresentar alta afinidade pelos tecidos-alvo, assegurando

eficiéncia, proximidade e seletividade no processo terapéutico.

o, o,

2p-Orbital

(Hl{tHt] 2p-orbital

2s-Orbital 7] [ ] 1 2s-Orbital
il 1]
G, [
3 -
1 1 +
2 A -

9 9

Estado tripleto (°02) Estado singleto de Estado Singleto ('02)
transicao ('02)

Figura 5 — Orbital Molecular e Transicdo Eletrénica do Oxigénio. Fonte:
Adaptado de Gongalves; Pinheiro (2010)%

Entretanto, a PDT enfrenta alguns desafios importantes para o tratamento do
cancer, como a dependéncia de oxigénio molecular nos tecidos, que pode ser limitado
em tumores hipoxicos®, e a restricdo na profundidade de penetracédo da luz®. Além
disso, a presenga de cromoforos bioldgicos, como a melanina, representa uma
barreira significativa, especialmente no melanoma. Amelanina, ao atuar como um filtro
natural para a luz visivel, absorve grande parte da radiagao incidente, competindo com
o PS e reduzindo sua eficacia terapéutica®. Diante disso, para contornar essas
limitagdes, a utilizagado de luz naregido do NIR tem sido explorada, devido a sua maior
capacidade de penetracdo nos tecidos e menor absorcédo pela melanina nessa faixa
espectral®®. Somando-se a isso, abordagens complementares, como a PTT, surgem
como alternativas promissoras para superar a barreira imposta pelas condigdes
hipoxicas, pois esse mecanismo ndo depende da geragdo de ROS, mas sim da
conversao de luz em calor que promove aquecimento local e, consequentemente, a
vasodilatacdo, a qual aumenta a irrigagdo sanguinea e o suprimento de oxigénio
molecular®. Essa integragédo entre PDT e PTT amplia o arsenal terapéutico para o
tratamento do melanoma e outros tumores, permitindo maior eficiéncia e flexibilidade

no combate a essas patologias.
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3.4 TERAPIA FOTOTERMICA (PTT)

A PTT é uma abordagem terapéutica que utiliza agentes fototérmicos para
converter luz em calor, gerando um efeito térmico localizado capaz de destruir células-
alvo, como as tumorais, ou tratar condi¢cdes especificas. A técnica geralmente
emprega luz no espectro do infravermelho préximo, que ativam agentes como
nanoparticulas de ouro, nanobastdes, polimeros conjugados, projetados para
absorver energia luminosa e transforma-la em calor®”-88,

O mecanismo da PTT baseia-se na absor¢do de energia luminosa,
principalmente associada a transi¢des eletrénicas nos agentes fototérmicos. Essas
transigbes excitam elétrons para estados de energia mais elevados. Em seguida, o
decaimento ocorre predominantemente por relaxacéo vibracional ndo radioativa, onde
a energia absorvida € dissipada como calor em vez de ser reemitida como luz
(fotoluminescéncia)®-%°, conforme ilustrado na Figura 6.

A elevacao localizada da temperatura promove alteragbes teciduais como
aumento da irrigacdo sanguinea pela vasodilatacdo ou até mesmo morte celular
seletiva, dependendo da intensidade e duragdo da aplicacdo®®. Essa capacidade de
gerar calor a partir de processos fotofisicos faz da PTT uma ferramenta promissora
em aplicagdes médicas como o tratamento de cancer, controle de infecgbes e

regeneracgdo tecidual, destacando-se pela seletividade e eficiéncia de sua ag&o®"-%.
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Figura 6 - Decaimento por Relaxag&o Vibracional
Né&o Radioativa. Fonte: Proprio autor

Somando-se a isso, a utilizacdo da PTT em sinergia com a PDT tem emergido

como uma estratégia terapéutica promissora, especialmente em oncologia e
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tratamentos antimicrobianos. A combinacao dessas abordagens permite explorar os
beneficios de ambos os mecanismos: a PDT induz efeitos citotoxicos precisos e
seletivos, enquanto a PTT amplia a eficacia destrutiva através do aumento localizado
da temperatura que pode melhorar a penetragcao de oxigénio no meio celular pela
vasodilatagdo, aumentando desempenho dos PSs. Em particular, a integragdo da PDT
e da PTT utilizando PS que absorvem luz no NIR oferece uma excelente abordagem
para o tratamento de tumores profundos, hipéxicos ou ricos em melanina, como o
melanoma. Essa combinagao supera limitagdes individuais das terapias, permitindo
acao dupla e complementar que maximiza a destruicdo celular seletiva e amplia o

potencial terapéutico no combate a tumores®.

3.5 INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)

O infravermelho (IR) é uma radiagao eletromagnética com comprimentos de
onda entre 780 nm e 1.000 um, sendo dividido em trés bandas conforme a norma ISO
20473:2007°". A faixa do infravermelho proximo (NIR) vai de 780 nm a 3.000 nm, o
infravermelho médio (MIR) de 3.000 nm a 50.000 nm, sendo a faixa entre 4.000 e
14.000 nm chamada de “raio de crescimento” por ser absorvida eficientemente por
organismos vivos, promovendo seu crescimento. Por ultimo, o infravermelho distante
(FIR), ou “radiagéo biogenética”, cobre comprimentos de onda entre 50,0 ym e 1.000
ume°.

Na PDT, o NIR é eficaz devido a sua capacidade de penetrar profundamente
nos tecidos quando comparado a radiagao eletromagnética visivel, conforme ilustrado
na Figura 7. Aluz NIR pode ativar o agente PS em camadas mais profundas da pele
tornando o NIR ideal para PDT, permitindo tratamentos menos invasivos e mais
eficazes’?632, A faixa do NIR permitida para fins terapéuticos esta entre 780 nm e 980
nm sob baixa poténcia (no maximo 350 mW/cm?) por tempo de 10 - 1.000 segundos,
de acordo com a ANSI (American National Standards Institute)®?, e é amplamente
utilizada devido a sua baixa absorgédo pela agua e hemoglobina, caracteristicas que

s30 cruciais para a eficiéncia do tratamento de doencas’.
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Figura 7 - Penetragdo em Fungdo do
Comprimento de Onda. Fonte: Adaptado de
Portilho (2023)%

O melanoma frequentemente apresenta resisténcia a terapias baseadas em luz
visivel, devido a mecanismos como a robusta defesa antioxidante, alteragdes
mitocondriais que reduzem a apoptose, reparacao eficiente de danos oxidativos,
plasticidade tumoral e adaptagdes metabolicas, como o efeito Warburg®-. Nessa
perspectiva, a PDT com PSs ativados no NIR se destaca, pois a luz NIR oferece maior
penetracdo tecidual alcangando melanomas localizados em regides profundas, além
de minimizar a interferéncia da melanina, que absorve menos nesse espectro,
permitindo maior eficacia’%"-%. Além disso, como ja dito, PSs ativados no NIR podem
gerar ROS e reduzir as condigbes de hipoxia pelo mecanismo PTT. Portanto, a
combinagéo da PDT e NIR podem potencializar ainda mais os resultados, destacando
o NIR como uma estratégia eficiente para superar as limitagdes da PDT tradicional®>°,

Diante desse cenario, fica evidente que PSs capazes de absorver luz na regiao
do NIR, combinada com propriedades fotofisicas que permitam a geragdo de ROS e
ainda permitir a elevagao localizada da temperatura, oferecem grande potencial no
tratamento de cancer''92 principalmente, o melanoma. E dentre os materiais
promissores que podem contribuir com todos esses mecanismos, destacam-se 0s
hibridos compostos por molécula fotossensibilizante conjugada (ancoradas) ao GO

(GO-PS), conforme exemplificado na Figura 8.
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Figura 8 — Exemplificagdo do Acoplamento GO-PS.
Cromodforo: Molécula fotossensibilizante em luz
visivel. Fonte: Proprio autor

Portanto, o GO com suas propriedades excepcionais de absortividade em NIR,
condutividade de energia e estabilidade estrutural, torna-se uma plataforma ideal para
ancorar cromoforos fotossensibilizantes, tornando essa abordagem eficaz e inovadora

no tratamento de melanoma.

3.6 OXIDO DE GRAFENO (GO)

O GO tem como precursor, o grafeno, uma forma bidimensional de carbono
com espessura de um atomo, isolado pela primeira vez em 2004 por Geim e
Novoselov, um marco significativo no campo da ciéncia dos materiais. Suas
propriedades excepcionais, incluindo alta condutividade elétrica, mecanica e térmica,
o tornam um material promissor para uma vasta gama de aplicagbes, como em
dispositivos eletrénicos, sensores, baterias e supercapacitores’'®. Desde entdo, a
pesquisa sobre grafeno e seus derivados tém se expandido significativamente, com
varias abordagens sendo desenvolvidas para sua produg¢ao em larga escala.

A producgao de grafeno puro, embora extremamente desejavel devido as suas
propriedades ideais, € um desafio técnico, especialmente quando se trata de obter
material com alta qualidade e em grandes quantidades. Por esta raz&o, os derivados
de grafeno, como o GO e o 6xido de grafeno reduzido (rGO), tém sido amplamente
estudados e utilizados. O GO, particularmente, é produzido através da oxidagao do
grafite, processo que resulta na insercdo de grupos funcionais oxigenados nas

camadas de grafeno, como hidroxilas (-OH), epoxidos (—O-) e carboxilas (—~COOQOH).
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Os grupos oxigenados do GO proporcionam solubilidade, reatividade e interagdo com
outras substancias, tornando-o um material versatil. Sua capacidade de absorver
energia eletromagnética deve-se a estrutura de grafeno funcionalizada com epdéxidos,
hidroxilas e carboxilas, que influenciam suas propriedades eletrénicas e quimicas,
favorecendo a interagdo com ondas eletromagnéticas 104105,

O método classico para a oxidagao do grafite € o processo de Hummers, que
utiliza permanganato de potassio (KMnO4) como agente oxidante em meio com acido
sulfarico (H2SO4). Esse processo permite a introdugéo eficiente de grupos oxigenados
nas camadas de grafeno, transformando o grafite em GO'%, conforme mostrado na
Figura 9. No entanto, a oxidagdo ndo € um processo simples, e uma compreensao
detalhada das reacdes quimicas envolvidas € essencial para melhorar a eficiéncia do
processo e a qualidade do material final.

COOH
H2504
KMnOs

HOOC

Grafite Oxido de Grafeno (GO)

Figura 9 — Sintese do GO por Oxidagao do Grafite. Fonte: Proprio autor

No espectro NIR, a absorgéo do 6xido de grafeno (GO) é predominantemente
atribuida a transigbes eletrénicas especificas, como m—m*, relacionadas as regides
conjugadas da estrutura residual do grafeno, e n—m*, associadas aos grupos
oxigenados®>%’. Essas caracteristicas conferem ao GO uma resposta eficiente nesta
faixa espectral. Além disso, o0 material apresenta a capacidade de converter a energia
absorvida em calor, resultado de excitacdes vibracionais e interacdes atdmicas em
sua estrutura, o que o torna particularmente promissor em aplicagbes fototérmicas'®’.
Essas propriedades reforcam seu potencial em diversas areas tecnoldgicas e
biomédicas’07-1%9,

Outra vantagem significativa do GO ¢é sua flexibilidade quimica, que permite
modificagdes em sua superficie para otimizar suas propriedades de absorgdo e
interacdo com outros materiais. Essa caracteristica possibilita sua incorporacdo em

compositos poliméricos ou hibridos, ampliando sua eficiéncia em diversas aplicacoes.
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A combinacgao de propriedades excepcionais, baixo custo relativo e escalabilidade na
producao posiciona o GO como uma escolha estratégica para o desenvolvimento de
tecnologias que demandam materiais com alta eficiéncia de absor¢éo na regiao do
NIR™MO,

Diante disso, o0 GO pode atuar como uma matriz versatil para ancorar moléculas
fotossensibilizantes, seja por interagdo quimica (ligacdes covalentes) ou fisica
(interagbes m-m e/ou eletrostaticas), resultando em hibridos que potencializam a
eficiéncia da PDT. Adicionalmente, a funcionalizacdo do GO com PSs nao apenas
amplia a absorgéo de luz na regido do NIR, mas também possibilita uma abordagem

combinada de PDT e PTT, aumentando a eficacia terapéutica’® -3,

3.7 FOTOSSENSIBILIZADORES — CROMOFOROS

As possibilidades de funcionalizagdgo do GO com moléculas organicas
sensibilizadoras s&o diversas, como por exemplo os cromoforos acido folico (AF),
riboflavina (RB), ftalocianina de cobre (PcCu) e a Indocianina verde (ICG). Esses
materiais sdo compostos organicos com propriedades quimicas e estruturais
especificas, selecionados por sua compatibilidade com o GO e por suas fungdes

fotossensibilizadoras.

3.7.1 Acido fdlico (AF)

O AF, também conhecido como vitamina B9, € um composto essencial ao
organismo humano, desempenhando papel crucial na sintese de DNA, RNA e
proteinas. Ele & particularmente importante em processos de crescimento celular e na
formacao de glébulos vermelhos, além de ser fundamental para gestantes, devido ao
seu papel na prevencao de defeitos do tubo neural em fetos .

Quimicamente, o AF € composto por trés partes principais: um anel pteridina,
uma cadeia de acido para-aminobenzoico e um grupo de acido glutamico. Ele
apresenta formula molecular Ci9H19N7Os e massa molar de 441,40 g/mol.
Fisicamente, € um sdélido amarelo, como mostrado na Figura 10, moderadamente
soluvel em agua e insoluvel em solventes organicos, sendo mais estavel em meio

neutro ou levemente acido"517.
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Figura 10 — Estrutura do Acido Félico. Fonte: Préprio autor

O AF possui espectro de absor¢cao com picos caracteristicos em torno de 280 -
380 nm, atribuidos ao anel pteridina. Essa capacidade de absorcédo de radiacdo UV
esta diretamente relacionada a sua estrutura aromatica e é explorada em estudos
biofisicos e bioquimicos™8.

A conjugacao do AF com materiais grafénicos, como o GO, é de grande
interesse em areas como PDT, pois 0 GO com suas propriedades unicas como alta
area superficial, biocompatibilidade e capacidade de conjugagdo com biomoléculas,
atua como transportador e amplificador de respostas fotodindmicas. Quando acoplado
ao AF pode ser direcionado seletivamente para células tumorais que expressam

receptores de folato aumentando a eficiéncia terapéutica’- 2.

3.7.2 Riboflavina (RB)

A RB, também conhecida como vitamina B2, € uma vitamina hidrossoluvel
essencial ao metabolismo humano. Ela desempenha papel central como precursora
de coenzimas importantes, como o0 mononucleotideo de flavina e o dinucleotideo de
flavina e adenina, que sao cruciais para processos enzimaticos relacionados a
producgio de energia, como a respiragéo celular e a oxidagdo de nutrientes 9120,

Quimicamente, a RB apresenta a férmula molecular C17H20N4Os € uma massa
molar de 376,37 g/mol. Sua estrutura € composta por um nucleo isoaloxazina ligado
a uma cadeia de ribitol. Fisicamente, € um sodlido cristalino de coloracdo amarela,
como mostrado na Figura 11, moderadamente soluvel em agua, mas com maior
solubilidade em meio alcalino™%'2°. A RB é sensivel a luz, degradando-se facilmente
sob exposigdo prolongada, o que a torna fotolabil. As propriedades Opticas da

riboflavina séo picos de absorcao caracteristicos no espectro UV-Vis vao de 272 nm
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a 447 nm, aproximadamente'?!. Esses picos estdo associados ao nucleo isoaloxazina,
que possui elevada capacidade de absorcdo de luz que, eventualmente, atua na
produgdo de ROS'22123,

Figura 11 - Estrutura da Riboflavina. Fonte: Proprio autor

A conjugacéo da RB com materiais grafénicos, como o GO, tem despertado
grande interesse em areas como a PDT, pois o GO, com suas propriedades unicas,
permitindo que a RB seja transportada e aplicada de forma mais eficiente melhorando
a estabilidade e amplificando seus efeitos fotoquimicos'%%112.124 Assim, a RB, com sua
capacidade de absorgao de luz e geragdo de ROS, aliada as propriedades do GO,
emerge como uma ferramenta promissora em terapias avangadas e outras aplicagbes

na interface entre nanotecnologia e biomedicina.

3.7.3 Ftalocianina de Cobre (PcCu)

A CuPc é um composto organico metdlico pertencente a classe das
ftalocianinas, caracterizado por um nucleo aromatico macrociclico formado por anéis
isoinddlicos conjugados e coordenados a um ion de cobre (Cu) central. Este material
€ amplamente reconhecido por suas propriedades Opticas, eletrbnicas e quimicas
Unicas, tornando-se relevante em diversas aplicagbes tecnoldgicas e
biomédicas'?12%,

Quimicamente, a PcCu apresenta a férmula molecular Cs2H16CuNs, massa
molar igual a 576,08 g/mol e possui elevada estabilidade térmica e quimica, sendo
resistente a altas temperaturas e a agcao de acidos e bases. Fisicamente, € um sélido

cristalino de cor azul, como mostrado na Figura 12, com baixa solubilidade em agua
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e solubilidade variavel em solventes organicos, dependendo das substituicbes

funcionais em sua estrutura’?:126,

Figura 12 — Estrutura do Acido Félico. Fonte: Préprio autor

Em termos de propriedades 6pticas, a CuPc é notavel por sua intensa absorcao
na regiao do espectro visivel, particularmente no intervalo de 600 a 700 nm, conhecida
como banda Q. Este comportamento é atribuido a extensa conjugagdo m em sua
estrutura macrociclica, que também resulta em uma forte absorgédo na regido do UV,
na chamada banda de Soret. Essa capacidade de absorver luz visivel a torna ideal
como PS em aplicagbes de PDT'%6-128,

A conjugacao da PcCu com materiais grafénicos, como o GO, oferece novas
possibiidades de aplicaggo. O GO, com sua elevada area superficial,
biocompatibilidade e propriedades de transporte de carga, melhora a dispersibilidade

e a biodisponibilidade da PcCu aumentando a eficacia terapéutica.

3.7.4 Indocianina Verde (ICG)

A ICG é um corante organico do tipo polimetino tricabocianina, amplamente
utilizado em aplicagées biomédicas, diagnosticas e terapéuticas, com destaque para
imageamento por fluorescéncia no NIR. Trata-se de um composto aprovado para uso
clinico, com propriedades Opticas singulares e elevada afinidade por proteinas
plasmaticas, especialmente a albumina.

A ICG apresenta férmula molecular C43H,,N;NaO¢S,, massa molar aproximada
de 775,0 g-mol™. Estruturalmente, consiste em um sistema polimetinico conjugado

com dois anéis heterociclicos benzinddlicos ligados por uma cadeia carbocianina,
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contendo grupos sulfénicos responsaveis por sua solubilidade em meio aquoso e

carater aniénico’®'3°, como mostrado na Figura 13.

Figura 13 — Estrutura da Indocianina Verde. Fonte: Proprio autor

Do ponto de vista quimico, a extensa conjugacdo T ao longo da cadeia
polimetinica é responsavel pela intensa absorgdo na regido do NIR, enquanto a
presenca de heteroatomos (N e S) contribui para a estabilizagc&o eletrénica do estado
excitado. A molécula apresenta carga negativa em pH fisioldgico e forma complexos
nao covalentes com proteinas, comportamento descrito como pseudofluorogénico,
uma vez que sua fluorescéncia é significativamente intensificada apds ligagao
proteica. 129130

Fisicamente, a ICG é um sdlido verde-escuro, soluvel em agua na concentragao
aproximada de 1 mg-mL™, porém apresenta baixa solubilidade direta em solugao
salina. As solugbes aquosas de ICG apresentam pH levemente acido (~6,0) e
estabilidade limitada, com degradacéo significativa apds cerca de 8 horas, o que exige
preparo imediato antes do uso experimental™'. A instabilidade em solugdo esta
associada a agregacado molecular, oxidacdo e fotodegradacéao, fatores criticos em
aplicagbes terapéuticas e que justificam o encapsulamento ou ancoragem da ICG em
matrizes estruturadas, como GO, nanoparticulas magnéticas ou polimeros
biocompativeis, a fim de melhorar a sua estabilidade'".

Do ponto de vista fotofisico, a ICG apresenta um maximo de absor¢éo (Amax) em
torno de 775 nm em meio aquoso, posicionando-se de forma ideal dentro da janela
terapéutica do NIR (700-900 nm), regido caracterizada por maior penetragao tecidual
e menor absorgdo por croméforos enddgenos. A molécula apresenta elevado

coeficiente de absor¢ao molar, com valores reportados em multiplas regiées do UV-
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Vis, reflexo da extensa conjugacgao eletrénica. Na regiao do visivel-NIR, essa elevada
absortividade favorece processos de conversao eficiente da energia luminosa em
estados excitados'O2 e 30, 12130,

Esses processos sao centrais para sua aplicagdo em PDT. No entanto, a
fotoinstabilidade intrinseca, degradacdo progressiva sob irradiagdo continua e a
agregacéao das particulas moleculares limitam o uso da ICG em sua forma isolada.
Tais limitagbes tem motivado o desenvolvimento de sistemas estruturados de suporte,
capazes de aumentar sua estabilidade, modular a liberagdo de energia e ampliar sua
eficiéncia terapéutica’?134,

Devido as suas propriedades quimicas e fotofisicas, a ICG pode ser empregada
como cromoforo funcional em compdsitos, onde interagcbes m-m, eletrostaticas e de
coordenagao permitem sua imobilizacdo em superficies como do GO e GO
modificado. Essas estratégias resultam em aumento da estabilidade, maior
rendimento fotodindmico e melhor controle espacial da terapia, alinhando-se aos

objetivos de plataformas multifuncionais para aplicagées oncoldgicas 13136

3.8 ANCORAGEM DE FOTOSENSSIBIZADORES AO OXIDO DE GRAFENO (GO-
PS)

O GO é amplamente reconhecido como uma matriz versatil para a ancoragem
de moléculas devido a sua estrutura funcionalizada e alta area superficial. Ele
possibilita a formacgao de hibridos estaveis por meio de diferentes tipos de interacgdes,
que podem ser quimicas ou fisicas, dependendo da natureza do molécula de

ancoragem e da aplicagédo desejada’’.

3.8.1 Rota de Ancoragem GO-PS por Interagdes Quimicas

Por meio de interagdes quimicas, o GO permite covalentemente a
funcionalizagdo dessa plataforma por moléculas orgéanicas, especialmente aquelas
contendo grupos aminos, como AF. O acoplamento covalente com aminas é
particularmente eficaz e amplamente utilizado devido a reatividade dos grupos
carboxilicos presentes no GO, que podem ser quimicamente ativados para formar
ligacdes estaveis, como amidas. Esse processo € comumente conduzido utilizando
agentes de acoplamento, como DCC (N,N'-Diciclohexilcarbodiimida) e NHS (N-

hidroxisuccinimida) 38139,
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O procedimento tipico comega com a ativagao dos grupos carboxilicos do GO
disperso em um solvente adequado para assegurar que 0s grupos carboxilicos
estejam disponiveis para reagir. A adigdo de DCC ao sistema resulta na formacao de
um intermediario reativo, um éster de o-acilisoureia, que facilita a subsequente reagao
com o grupo amino, conforme mostrado na Figura 14. No entanto, como os ésteres
de o-acilisoureia podem ser instaveis e levar a subprodutos indesejaveis, o uso de

NHS ¢ incorporado ao processo para melhorar a eficiéncia’813
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Figura 14 — Reacgédo de Amidagéo via DCC e NHS. Fonte: Proprio autor

O NHS reage com o intermediario ativado pelo DCC, formando um éster
succinimidico (Sulfo-NHS), que é mais estavel e altamente reativo com aminas
nucleofilicas. Entdo, quando a molécula organica contendo o grupo amino é
adicionada a mistura reacional, ataca o carbono eletrofilico do Sulfo-NHS, substituindo
o grupo succinimida e formando uma ligagcdo amida entre a molécula orgéanica e o GO.
Esse acoplamento covalente é robusto e confere alta estabilidade ao hibrido, sendo
particularmente util em aplicagdes biomédicas, onde a ligagdo precisa resistir a
condigbes fisiologicas'®® 1%, Apds a reagdo, o produto funcionalizado é lavado para
remover reagentes residuais e subprodutos, resultando em um hibrido altamente
funcionalizado.

Outro tipo de acoplamento que pode ser realizado utilizando a rota DCC é a
esterificagcdo, na qual se forma uma ligagdo covalente entre o grupo carboxilico do GO
e 0 grupo hidroxila (alcoois primarios ou secundarios) de uma molécula cromofora,
como RB'0, Esse processo também envolve a ativagdo do grupo carboxilico do GO
pela DCC, criando um intermediario reativo, o éster de o-acilisoureia, que sera capaz

de reagir com o grupo hidroxila, resultando na formagao de uma ligagao éster, ilustrado
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na Figura 15. Embora a rota de esterificacdo compartilhe etapas iniciais semelhantes
as do processo de amidacao (Figura 14), como a ativagao do grupo carboxilico e a
formagao do intermediario ativado, as duas reacgdes diferem nos nucledfilos
envolvidos, hidroxilas no caso da esterificagao e aminas no caso da amidagao. Porém,
as ligagbes formadas por ésteres sdo menos estaveis do que das amidas em
condigdes aquosas. Contudo, a funcionalizagdo por esterificacdo expande as
possibilidades de aplicagdo do GO, permitindo a ancoragem de moléculas
fotossensibilizantes e a modulagao de suas propriedades Opticas e fotofisicas, o que

€ promissor para tecnologias avangadas e aplicagdes biomédicas.
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Figura 15 — Reacgéo de Esterificagdo via DCC e NHS. Fonte: Proprio autor

Esse método de funcionalizacdo covalente pode ser utilizado para acoplar PSs,
biomoléculas ou outros agentes terapéuticos ao GO, proporcionando maior
estabilidade e funcionalidade ao material, além de permitir uma ampla gama de

aplicagdes, desde PDT até sensores e dispositivos eletrénicos.

3.8.2 Rota de Ancoragem GO-PS por Adsorgao

Adsorcao € um processo fisico-quimico no qual moléculas ou atomos de uma
substancia (adsorvato) aderem a superficie de um material sélido ou liquido
(adsorvente) devido a interagdes intermoleculares. Esse fendmeno ocorre na interface
entre as fases, sem que haja uma incorporagao ao interior do material adsorvente,
diferenciando-se da absorgéo. A adsorgao pode ser classificada em dois principais
mecanismos: Fisico (Fisisor¢ado) que se baseia em for¢as de Van der Waals, que séo
relativamente fracas e ndo covalente. Quimico (Quimissor¢do) que envolve a

formacao de ligacbes quimicas mais fortes e especificas entre o adsorvato e a
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superficie do adsorvente. E geralmente irreversivel, pois a quebra dessas interacdes
requer maior energia. Além disso, o processo de adsorc¢ao € influenciado por fatores
como a area superficial, a natureza quimica do adsorvente e do adsorvato, e as
condi¢cdes ambientais™’.

O GO com sua elevada area superficial e a abundéncia de grupos funcionais
oxigenados, proporcionam interagdes eficazes com uma variedade de moléculas,
tornando o GO uma plataforma ideal para processos de adsorgdo. Dentre as
interagbes predominantes, destacam-se as forgas m-m, nas quais 0s nucleos
aromaticos planos e conjugados dos PSs interagem com as regides grafiticas do GO,
resultando em empilhamentos estaveis'#>'43, como ilustrado na Figura 16. Além disso,
as interagbes eletrostaticas desempenham um papel crucial, ja que os grupos
funcionais ionizaveis do GO podem interagir com espécies dipolares ou carregadas
positivamente, especialmente em condigbes especificas de pH'#4-147,

Adicionalmente, interagbes como pontes de hidrogénio também podem ocorrer,
envolvendo os grupos hidroxila e carboxila do GO e os atomos de nitrogénio e oxigénio
presentes nos PSs. A natureza dessas interacbes € fortemente influenciada por
variaveis experimentais, como o tipo de solvente, o pH e a temperatura. Essas
condi¢cbes podem favorecer tanto interages fisicas, como n—m e eletrostaticas, quanto
uma adsor¢do mais robusta, que envolve a formacdo de ligagcbes quimicas
especificas. Assim, a funcionalizacao de croméforos no GO combina fisissorgao e
quimissorgao, originando hibridos que potencializam as propriedades de ambos os

materiais138-140.148

Figura 16 — Empilhamentos 7—= de Nucleos

Aromaticos Planos e Conjugados. Fonte:
Préprio autor

o sl
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Esse tipo de interagcao pode resultar em um material funcional com aplicacbes
promissoras, como a PDT, pois o GO melhora a sua dispersibilidade em solventes
aquosos, aumentando sua estabilidade e eficiéncia, ampliando ainda mais seu

potencial em sistemas biotecnoldgicos e ambientais.

3.8.3 Modificagéo Estrutural e Superficial do GO para Otimizagdo de Ancoragem

A modificagdo quimica do GO, seja por dopagem heteroatdmica (como
nitrogénio) ou pela incorporacao de nanoparticulas magnéticas, tem se mostrado
fundamental para potencializar suas propriedades terapéuticas e funcionais. A
introdugdo de grupos nitrogenados promove alteragdes na densidade eletrénica,
amplifica a resposta fototérmica e facilita interagdes com biomoléculas?'4%. Ja a
funcionalizagdo com fases magnéticas, com destaque para Oxidos de ferro
superparamagnéticos, permite o uso em estratégias de direcionamento externo,
terapia por hipertermia, remogdo magnética e bioimagem™%'53  Quando essas
modificacbes sdo combinadas em uma mesma estrutura, obtém-se um material
grafénico multifuncional capaz de atuar de forma sinérgica em ambientes bioldgicos.
Essa ampla aplicabilidade decorre da possibilidade de controlar a composigao
quimica, a morfologia e as propriedades de superficie do material por meio de rotas
sintéticas cuidadosamente projetadas’5%152-154,

Apesar dos avancos, muitos métodos de sintese ainda enfrentam limitagdes
importantes, como tempos reacionais prolongados, uso de etapas multiplas,
dificuldade de controle de tamanho e morfologia das nanoparticulas, além de baixa
reprodutibilidade®'%%-158,  Nesse cenario, torna-se essencial o desenvolvimento de
rotas otimizadas que integrem multiplas funcionalidades ao GO em processos mais
eficientes, reprodutiveis e ambientalmente favoraveis'®'%. A escolha adequada dos
precursores, a relacdo estequiométrica entre espécies metalicas e dopantes, a
natureza do solvente, o controle térmico preciso e a forma de ativagao energética
(como aquecimento convencional versus micro-ondas) sdo variaveis determinantes
no desempenho final do material obtido'6'-163 |

A proposta apresentada neste estudo insere-se nesse esforgo de inovagao
incremental e funcional, ao buscar uma plataforma sintética otimizada para a obtencao
de um compésito grafénico multifuncionais com elevada aplicabilidade biomédica.
Para isso, foram incorporadas estratégias que envolvem o controle preciso das

condigdes reacionais, incluindo a selegdo de precursores, propor¢coes entre os
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componentes ativos, e o uso de fontes de aquecimento assistido por micro-ondas em
uma unica etapa de sintese (one pot). Essa abordagem visa ndo apenas reduzir
significativamente o tempo de sintese, mas também melhorar a dispersdo das
nanoparticulas, a eficiéncia da dopagem heteroatdmica e a reprodutibilidade do
material obtido. Como resultado, busca-se consolidar um material com caracteristicas
magnéticas, fototérmicas e fotoquimicas integradas, adequado para aplicagbes
terapéuticas e com potencial extensao para outras areas tecnologicas.

Assim, a plataforma grafénica proposta configura-se como um sistema versatil
e funcionalizavel, capaz de incorporar eficientemente moléculas fotossensibilizadoras
para aplicagbes em PDT. A modificagédo estrutural da plataforma grafénica favorecem
a transferéncia de carga e/ou energia, a estabilidade fotoquimica e a supressao da
agregacao molecular, ampliando a geragdo de ROS sob irradiagdo NIR tornando-se
uma plataforma promissora para aplicagées biomédicas avangadas e, principalmente,

no tratamento do melanoma.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Os reagentes utilizados foram: acido félico (AF), acido sulfurico (H,SO,),
ftalocianina de cobre (PcCu), grafite (Graf) em pd, indocianina verde (ICG), N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), N-hidroxissuccinimida (NHS), 6xido de grafeno em po6
(comercial), perdéxido de hidrogénio (H,O,), permanganato de potassio (KMnO,),
poli(etilenoglicol) PEG-6000, riboflavina (RB), ureia e 1,3-difenilisobenzofurano
(DPBF), todos da marca Sigma-Aldrich e de pureza analitica (PA).

Adicionalmente, foram utilizados acetato de soédio anidro, cloreto férrico
hexahidratado (FeCl;-6H,0), cloreto ferroso tetrahidratado (FeCl, 4H,0),
dimetilsulfoxido (DMSQO), etilenoglicol anidro e ureia, todos da marca Dinédmica e de
pureza analitica (PA).

Para os procedimentos de purificacdo, foram utilizados etanol absoluto e

metanol (Merck), além de agua ultrapura (resistividade = 18 MQ-cm).
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4.2 METODOS

Inicialmente, foi desenvolvido um hibrido de primeira geragao (HPG) baseado na
ancoragem de PSs (AF, RB E PcCu) sobre GO, com o objetivo de explorar suas
propriedades dpticas e potencial aplicagdo em PDT sob irradiagdo no NIR. No entanto,
analises preliminares indicaram que o HPG apresentou limitagbes na geragéao do 'O,
possivelmente associadas a processos de recombinacgao eletronica e/ou supressao
do estado excitado induzida pela interagdo com a matriz grafénica. Diante dessas
limitagées, uma nova estratégia sintética foi proposta, resultando no desenvolvimento
de um hibrido de segunda geragédo (HSG), no qual foram promovidas modificagbes
estruturais e quimicas na plataforma de GO e a substituicio da molécula de
ancoragem pela ICG, visando otimizar a transferéncia de energia, modular os estados
eletrébnicos e favorecer a formagdo de 'O, sob excitagdo NIR. Essa abordagem

permitiu superar as limitagdes do sistema inicial.

4.2.1 Sintese dos Hibridos de Primeira Geragao (HPG)
O HPG foi sintetizado utilizando GO comercial como material de base,
explorando suas propriedades estruturais e a presenga de grupos funcionais

oxigenados que favorecem a ancoragem de moléculas.

4.2.1.1 Ancoragem Molecular HPG (AF, RB E PcCu)
Os procedimentos de ancoragem das moléculas AF, RB e PcCu ao GO usando

a rota DCC-NHS (descritas na sec¢do 3.8.1) foram realizadas individualmente.

4.2.1.2 Preparagdo do GO Comercial

Pesou-se 0,100 g de GO e dispersou-se em 10 mL de DMSO sob agitagao
continua para garantir uma dispersao homogénea. Esta proporgdo foi mantida em
todas as sinteses subsequentes, assegurando o cumprimento das condi¢des
estequiométricas. Em todas as etapas, utilizou-se o banho ultrassénico (25 kHz) para
elevar o grau de dispersdo do GO no meio reacional antes das sinteses de

ancoragem.

4.2.1.3 Preparagéo das Moléculas de Ancoragem HPG
Para cada sintese individualizada pesou-se e dissolveu-se 1 mmol de AF (0,441
g), RB (0,376 g) e PcCu (0,514 g) em 5 mL de DMSO. Apds as preparacdes, garantiu-
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se que todos os reagentes estavam completamente dissolvidos, visando assegurar

uma reacao eficiente e homogénea.

4.2.1.4 Reagéo de Ancoragem HPG

Inicialmente, pesou-se 1 mmol de DCC (0,206 g) e de NHS (0,115 g). Ambos
foram dispersos ao meio contendo GO e DMSO, mantido sob agitagdo (300 rpm) em
temperatura ambiente e atmosfera de nitrogénio (N2) por 2 horas para ativagéo dos
grupos oxigenados. Apos esse periodo, a molécula de ancoragem (AF ou RB ou
PcCu) foi introduzida ao sistema reacional, que permaneceu sob as mesmas
condigdes por mais 24 horas. Apds a reacao, o produto da sintese foi submetido a
centrifugagao (10.000 rpm — 10 minutos, por varias vezes) para a remogao do excesso
do reagente de ancoragem, além dos subprodutos formados. A purificacdo foi
realizada utilizando solventes apropriados de acordo com a solubilidade, garantindo a
obteng¢ao de um produto final puro. Em seguida, o material foi encaminhado a estufa
com circulagao de ar, em temperatura de 60°C por 24 horas.

Portanto, as sinteses supracitadas foram conduzidas exclusivamente por meio
da ativacdo dos grupos oxigenados do GO via DCC-NHS, caracterizando a
ancoragem dos HPG. Nessa etapa, néo foram promovidas alteragbes estruturais ou
superficiais adicionais no GO, as quais foram realizadas posteriormente e passaram

a ser denominadas ancoragens dos HSG.

4.2.2 Sintese dos Hibridos de Segunda Geragao (HSG)

Na sintese dos HSG foi utilizado o GO obtido pelo método de Hummers
modificado'®. De forma resumida, o grafite (graf) foi disperso em meio &acido
concentrado (H2SO4), seguido da adi¢do controlada de um agente oxidante (KMnOa)
sob agitacdo e controle de temperatura, promovendo a intercalagéo e oxidagao das
camadas sobrepostas. Apdés o término da reagao, a mistura foi submetida a uma
solugdo de H202 (30% v/v) sob agitacdao até cessar a liberagdo de gases e,
posteriormente, a etapas sucessivas de diluicdo e lavagem até a neutralizagdo do pH,
visando a remogao de subprodutos e ions residuais'®. O material oxidado foi entdo

separado, purificado e seco, resultando na obtencédo do GO.
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4.2.2.1 Modificagcao Estrutural do GO Via Rota Hidrotermal Assistida por Microondas
em uma Unica Etapa

Inicialmente, 0,188 g de GO foi disperso em 50 mL de etilenoglicol sob agitagéo
magnética por 20 minutos em temperatura ambiente. A suspensao foi submetida a
sonicagao indireta em banho ultrassénico (25 kHz) por 2 horas, com agitagdo manual
a cada 30 minutos e temperatura controlada abaixo de 35°C, até a obtengcdo de uma
dispersdo homogénea de coloracdo castanho-escuro. A suspensdo de GO foram
adicionados, sob agitacdo magnética por 30 minutos, 3,33 g de ureia, 2,25 g de
acetato de sédio anidro e 0,83 g de poli(etilenoglicol) PEG-6000. Para a incorporagao
do ferro foram adicionados 0,506 g de FeCl;-6H,O e 0,186 g de cloreto ferroso
tetrahidratado (FeCl,-4H,0O), mantendo a propor¢ao molar 2:1 (Fe®**:Fe?"). As misturas
reacionais foram transferidas para tubos de Teflon de 50 mL e submetidas ao sistema
de micro-ondas ETHOS EASY (Milestone) a 180°C por 30 minutos. O produto sélido
obtido (MNGO) foi recuperado via campo magnético externo (Ima) e lavado
sucessivamente com agua destilada e etanol na proporgdo 50:50 (v/v), sendo
posteriormente seco em estufa com circulacdo de ar a 60 °C por 12 horas e
armazenado em frasco ambar até a caracterizagdo e ancoragem da molécula ICG.

Simultaneamente, foi conduzida uma sintese em outro tubo de Teflon sob
condigbes idénticas, porém na auséncia dos sais de ferro, com o objetivo de avaliar
as modificagdes estruturais induzidas exclusivamente pelos compostos nitrogenados
na estrutura grafitica. Por sua vez, esse material foi purificado por centrifugacao a
10.000 rpm por 15 min, sendo o processo repetido por cinco ciclos sucessivos,

utilizando também uma mistura de agua e etanol e, posteriormente, seco na estufa.

4.2.2.2 Ancoragem Molecular HSG (ICG)

A ancoragem HSG foi realizada utilizando o mNGO como material base. A etapa
foi conduzida em sistema batelada, a temperatura ambiente, sob agitagdo mecanica
constante de 200 rpm. O meio reacional consistiu em 50 mL de agua ultrapura, em pH
préximo de 6,8, contendo 2,0 mg de mNGO (0,04 mg/mL) e 0,5 mg de ICG (0,01
mg/mL), estabelecendo uma razdo massica ICG:mNGO de 1:4'%. O sistema foi
mantido sob agitagcdo por 2 horas, (Figura 17) periodo suficiente para promover a
interacao eficiente da ICG com a superficie do mNGO, favorecida por interacdes nao
covalentes, como empilhamento n-m, forgas eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio,
resultando na formagao do hibrido mNGO@ICG.
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Figura 17: Sistema de Agitagdo Mecénica para Adsor¢do e Obtengdo do
Hibrido mNGO@ICG. Fonte: Proprio autor

Ao final do processo, o material funcionalizado foi recuperado por separagao
magnética, mediante a aplicagdo de um im& externo, e submetido a cinco ciclos
sucessivos de lavagem com agua ultrapura, com o objetivo de remover a fragdo de
ICG ndo ancorada. O sdlido obtido foi entdo destinado as etapas posteriores de

caracterizagao e aplicagao.

4.2.3 Caracterizacbes dos HPG e HSG

As caracterizagdes foram realizadas com o objetivo de avaliar propriedades
estruturais, morfoldgicas, quimicas e fotofisicas, tanto antes quanto apds os
processos de sintese e funcionalizagao.

Inicialmente, as propriedades fotoquimicas e fotofisicas dos materiais foram
investigadas por meio de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FT-IR), Espectroscopia UV-Vis e Espectroscopia de emissao de
fluorescéncia, permitindo a identificagdo de grupos funcionais, a confirmagao das
interacdes entre o GO e os PSs, bem como a avaliagdo do comportamento 6ptico e
eletronico dos sistemas hibridos. Adicionalmente, a morfologia superficial e a
organizagao estrutural dos materiais foram analisadas por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), possibilitando a observagéo da topografia e de possiveis alteragdes

morfolégicas decorrentes das funcionalizagbes. A estrutura cristalina e o grau de
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ordenamento dos materiais foram avaliados por Difracdo de Raios X (DRX),
fornecendo informagdes sobre mudancas na cristalinidade do GO apds a
funcionalizagdo. J4, a Espectroscopia Raman foi empregada para investigar
modificagdes estruturais na rede carbonacea, incluindo a analise do grau de defeitos,
desordem estrutural e possiveis alteragdes na hibridizagdo eletrénica, por meio da
avaliacdo das bandas caracteristicas D, G e 2D. Por fim, a determina¢do do Potencial
Zeta (PZ) foi realizada com o objetivo de avaliar a estabilidade coloidal e a carga
superficial do material em meio aquoso. Esse parametro fornece informacgoes
importantes sobre as interacdes eletrostaticas entre particulas, permitindo inferir a
tendéncia a agregacéao ou dispersao do sistema. Além disso, a analise do PZ contribui
para a compreensdo das modificacbes quimicas na superficie do material,
especialmente apds os processos de funcionalizagdo, sendo também relevante para
prever o comportamento do material em aplicagdes biomédicas, nas quais a interagao

com sistemas bioldgicos depende diretamente das propriedades superficiais.

4.2.3.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

A caracterizagao por FT-IR foi realizada utilizando um espectrémetro (FTIR-
ATR VERTEX 70 — BRUKER, com resolugido de 4 cm™), equipado com acessorio
apropriado para a analise do material. A amostra, preparada na forma de po, foi
homogeneizada com KBr em proporgdo adequada e prensada em uma pastilha
transparente para garantir a transmissao da radiacéo infravermelha. O espectro foi
obtido na faixa de 4000 a 400 cm™, com resolugédo espectral definida, garantindo a
identificagdo detalhada das vibragdes caracteristicas das ligagcbes quimicas
presentes. Os picos observados no espectro foram correlacionados a grupos
funcionais especificos do material, permitindo confirmar sua composicao e interacoes

quimicas conforme esperado.

4.2.3.2 Espectroscopia UV-Vis

A caracterizagao por Espectroscopia UV-Vis foi realizada utilizando um
espectrofotdmetro (AGILENT TECHLOGIES (CARY 2848)). A solucdo da amostra foi
preparada nas concentragbes 1,0.1072a 1,0.107° mol L' em DMSO, garantindo a
completa dissolucdo e homogeneidade. A analise foi conduzida na faixa de
comprimento de onda entre 200 e 1100 nm, utilizando uma cubeta de quartzo com

caminho 6ptico de 1 cm. O espectro de absorgao foi registrado e os picos de absorgéo
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caracteristicos foram analisados, permitindo a identificagcao de transigdes eletronicas
especificas. Os resultados foram utilizados para confirmar a presenca de estruturas
quimicas esperadas, bem como para avaliar possiveis interacdes eletronicas no

material.

4.2.3.3 Espectroscopia de Emisséo de Fluorescéncia

A caracterizagao por Espectroscopia de Emissao de Fluorescéncia foi realizada
de acordo com os procedimentos descritos na literatura, utilizando um
espectrofluorimetro (VARIAN, CARY ECLIPSE) equipado com fonte de excitagdo
adequada. As amostras foram preparadas em DMSO, em uma cubeta de quartzo com
caminho optico de 1 cm, garantindo sua solubilidade e estabilidade durante a analise.
A emissao foi registrada apds excitagdo em um comprimento de onda especifico
previamente determinado, de acordo com os espectros de absor¢gdo de cada material.
O espectro de emissao foi obtido varrendo a faixa espectral relevante para o material,
com parametros de excitagcado e emissao otimizados para maximizar a intensidade do
sinal e minimizar interferéncias. Os resultados foram analisados para identificar os
maximos de emissao caracteristicos, permitindo a avaliagdo de propriedades Opticas

do material e possiveis interagdes intermoleculares.

4.2.3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras foram previamente secas em estufa a temperatura controlada, a
fim de remover umidade residual. Posteriormente, pequenas quantidades do material
em po foram depositadas sobre suportes metalicos (stubs) utilizando fita condutiva de
carbono, garantindo adequada fixagdo e estabilidade durante as analises. Para
minimizar efeitos de carregamento eletrostatico, as amostras foram metalizadas com
uma fina camada condutora de ouro (Au), por meio de sputtering, sob corrente de 20
mA durante 60 s. As anadlises foram conduzidas em um microscopio eletrénico de
varredura Zeiss EVO 50, equipado com fonte de elétrons por filamento de tungsténio,
operando em alto vacuo. As imagens foram obtidas utilizando tensédo de aceleragao
na faixa de 5-15 kV, com detector de elétrons secundarios (SE). Foram empregadas
diferentes ampliagdes, permitindo a avaliagdo tanto da morfologia global quanto de
caracteristicas superficiais em escala micrométrica. As micrografias obtidas
possibilitaram a analise da distribuicao das folhas de GO, da presenga de

aglomeragdes e de alteragdes morfologicas associadas a funcionalizacdo com
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nanoparticulas de Fes3O4, fornecendo informagbes complementares as técnicas

espectroscopicas e estruturais utilizadas neste estudo.

4.2.3.5 Difratometria de Raios X (DRX)

As analises foram conduzidas em um difratdmetro de raios X da marca Rigaku,
modelo MiniFlex 600, operando com radiagdo Cu Ka (A = 1,5406 nm), sob condigbes
de 40 kV e 15 mA. Os difratogramas foram obtidos no intervalo de 26 = 5-100°, com
passo angular de 0,04° e 10 graus/min. As amostras na forma de p6 foram analisadas
sem preparo adicional, sendo depositadas diretamente no porta-amostras do
equipamento. A partir dos difratogramas obtidos, foi possivel avaliar alteragdes na
posigao, intensidade e largura dos picos caracteristicos do Graf e GO, bem como
identificar mudangas no espagamento interplanar e no grau de cristalinidade
associadas a incorporagao das nanoparticulas magnéticas. Essas informacgdes
permitiram correlacionar as modificagdes estruturais observadas com os resultados

obtidos pelas demais técnicas.

4.2.3.6 Espectroscopia Raman

As analises foram conduzidas em um espectrémetro Raman portatil B&W Tek
i-Raman Plus 532 nm, acoplado a um microscopio BAC151 Raman microscope,
utilizando fonte de excitagéo laser de 532 nm, com poténcia ajustada de modo a evitar
aquecimento local e danos térmicos ao material. Os espectros foram adquiridos no
intervalo espectral de 800-3200 cm™, com resolugao espectral de aproximadamente
3-5 cm™ e tempo de aquisicdo de 10 s por acumulagdo, com 3 acumulagdes por
ponto. As amostras em po6 foram previamente depositadas sobre substratos de silicio,
sem necessidade de preparo adicional, garantindo a preservagao das caracteristicas
estruturais do material. A analise dos espectros Raman concentrou-se nas bandas
caracteristicas D (~1350 cm™), G (~1580 cm™) e 2D (~2700 cm™), permitindo a
avaliacdo do grau de defeitos estruturais por meio da razao de intensidades 1(D)/1(G),
bem como a andlise da organizagdao da rede sp? e de alteragdes estruturais
associadas a funcionalizacdo GO. Os resultados obtidos foram correlacionados com

as demais técnicas de caracterizagdo estrutural e espectroscépica empregadas.



38

4.2.3.7 Caracterizagao da Carga Superficial por Potencial Zeta

O PZ das dispersbes do compdsito mNGO foi determinado por meio da técnica
de espalhamento de luz eletroforético (ELS, Electrophoretic Light Scattering),
utiizando um equipamento Zetasizer (Malvern Panalytical). As amostras foram
previamente dispersas em meio aquoso nas diluicdes 1:100 e 1:1000 e submetidas a
sonicagao para garantir adequada homogeneizagcdo. As medigdes foram realizadas
em triplicata, utilizando cubetas apropriadas para analise -eletroforética, sob
temperatura controlada de 25°C. O pH da disperséao foi ajustado para 6,8, visando
simular condigbes proximas ao ambiente fisiolégico. O PZ foi calculado a partir da
mobilidade eletroforética das particulas, empregando a aproximagdo de
Smoluchowski. Os resultados foram expressos como média * desvio padrao das
medi¢cdes independentes.

O conjunto dessas técnicas permitiu uma caracterizagdo abrangente dos
hibridos, correlacionando suas propriedades fisico-quimicas e estruturais com o

desempenho esperado em aplicacdes fotodinamicas e fototérmicas.

4.2.4 Ensaios com a Sonda 1,3-Difenilisobenzofurano (DPBF) em HPG e HSG
A avaliagcdo da capacidade de geracédo de 'O, pelos sistemas hibridos

sintetizados foi realizada por meio de ensaios funcionais baseados na degradagao da
sonda quimica DPBF, amplamente empregada como indicador indireto da formacéao
de '0O,. O DPBF reage de forma seletiva com o 'O,, resultando na diminuigdo
progressiva de sua absorbéancia caracteristica, a qual pode ser monitorada por
espectroscopia UV-Vis.66

Os ensaios foram conduzidos integralmente em ambiente escuro, de modo a
evitar degradacao fotoinduzida da sonda e interferéncias decorrentes da exposicao a
luz ambiente. As solugdes de DPBF foram preparadas na concentracdo de 50 uM,
utilizando etanol como solvente, em volume total de 100 mL, assegurando completa
solubilizacdo da sonda. As amostras contendo DPBF e os respectivos sistemas
hibridos HPG e HSG a base de GO comercial e mNGO, respectivamente, com massas
de 1mg.mL", foram previamente homogeneizadas, garantindo adequada disperso
dos materiais no meio reacional.

A irradiacdo das amostras foi realizada utilizando um laser com comprimento
de onda central de 808 nm continuo, em poténcia de 200 mW.cm= e os estudos foram

realizados com a variagdo do tempo entre 0 — 150 s, operado pelo equipamento
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LASERPULSE da marca Ibramed (modelo LA04_V04_AN), mostrado na Figura 18,
selecionado por sua aplicabilidade em terapias fotbnicas na regido do NIR. A
irradiacao foi realizada diretamente na cubeta utilizada para as analises de UV-Vis,
minimizando perdas experimentais associadas a transferéncia de amostras e

assegurando maior reprodutibilidade das medi¢des espectroscoépicas.

Figura 18 — Equipamento Utilizado para
Irradiagdo NIR. Fonte: Proprio autor

O procedimento de irradiagao foi conduzido de forma intermitente, com ciclos
de exposicao de 30 segundos. Apds cada intervalo de irradiagdo, a absorbancia da
solucdo foi imediatamente registrada por espectroscopia UV-Vis, monitorando-se
especificamente a variagdo da banda caracteristica do DPBF na regido entre 410 e
420 nm, correspondente a sua transicdo eletronica sensivel a presenca de '0O,. A
diminuicao da intensidade dessa banda foi utilizada como parametro para avaliar a
degradacao da sonda e, consequentemente, a possivel geragédo de 'O, induzida pela
irradiacao NIR na presenca dos HPG e HSG.

Durante todo o ensaio, as condigdes experimentais, incluindo concentragao da
sonda, volume da amostra, solvente, cubeta, distancia da fonte de irradiagao e tempo
total de exposicao, foram mantidas constantes, permitindo a comparacéao direta entre

os diferentes sistemas hibridos avaliados. Ensaios controle, contendo apenas a
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solucao de DPBF em etanol, além de outras variagdes, discutidas mais adiante, foram
submetidos as mesmas condi¢des de irradiacdo para verificar a estabilidade da sonda.

A analise dos espectros UV-Vis obtidos permitiu avaliar a presenca ou auséncia
de degradacao detectavel do DPBF sob as condigbes experimentais adotadas,
fornecendo subsidios para a interpretacdo do desempenho fotodinamico dos materiais

sintetizados quando ativados na regido NIR.

4.2.5 Ensaio Fototérmico em Dispersdo Aquosa

A resposta fototérmica dos sistemas foi avaliada em meio aquoso sob
irradiacédo no NIR. Foram preparadas amostras contendo agua ultrapura (Milli-Q)
(branco), dispersées de mNGO nas concentra¢des de 0,01; 0,25; 0,50; 1,00 e 2,50
mg/mL, além de solugdes de ICG livre e dispersées do hibrido mNGO@ICG, sob
condigdes equivalentes.

Aliquotas de 250 pL de cada amostra foram transferidas para recipientes
idénticos (Cubeta de quartzo), mantendo-se constantes o volume e a geometria do
sistema. A irradiacao foi realizada com laser de 808 nm a 200 mW/cm? por 300 s, com
temperatura inicial correspondente a temperatura ambiente.

O monitoramento térmico foi conduzido por meio de termopar portatil (marca
Extech Instruments, Extech 410 Multimeter digital da série EX400), registrando-se a
temperatura ao longo do tempo de exposi¢cao. Os dados obtidos foram utilizados para
construgédo das curvas de aquecimento (Temperatura vs. tempo) e determinacéo da
variacédo de temperatura (AT). Acomparagao entre os sistemas (branco, mNGO, ICG
e MNGO@ICG) permitiu avaliar a contribuicdo individual dos componentes e o efeito

HSG na conversao fototérmica.

4.2.6 Avaliagao In Vitro da Atividade Fotobiolégica em Células de Melanoma

A atividade fotobioldgica do sistema mMNGO@ICG foi avaliada por meio de
ensaios in vitro utilizando a linhagem de melanoma humano A375, com o objetivo de
investigar a viabilidade celular sob condicbes de exposicao ao material na presenga e
auséncia de irradiagao no NIR. Estes experimentos foram realizados em colaboragéo
com o grupo de pesquisa do Prof. Pedro Aoki, do Departamento de Biotecnologia da
FCL/UNESP de Assis.

As células foram cultivadas em condi¢des padrao (37°C, atmosfera umidificada

contendo 5% de CO,, 10% de soro com 1% de antimicético e antibiotico) e semeadas



41

em placas de 96 pogos, sendo incubadas por 24 h para adeséo celular. Apés
esse periodo, o meio de cultura foi substituido por meio contendo o sistema
MNGO@ICG. As amostras foram preparadas por meio de diluicbes seriadas, nas
concentragdes de 250, 125, 62, 31, 15, 7 e 3 uyg/mL, sendo entdo adicionadas as
culturas celulares. O tempo total de exposi¢ao das células ao material foi de 2 h.

Para o grupo irradiado, o protocolo consistiu em 1 h de incubacgao inicial com o
material, seguida de 1 h de irradiagdo na regido do infravermelho préximo
(A = 808 nm), utilizando densidade de poténcia de 200 mW/cm?, totalizando 2 h de
exposi¢do. Para o grupo nao irradiado (escuro), as células foram mantidas em
incubacao por 2 h nas mesmas condigcdes, porém sem exposicao a luz NIR.

Apds o tratamento, o meio contendo o material foi removido e substituido por
meio de cultura fresco. A viabilidade celular foi entdo avaliada pelo ensaio de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio brometo) em dois tempos distintos:
imediatamente apos o tratamento (0 h) e apds 24 h de incubagéo adicional. Para o
ensaio de MTT, a solugéo do reagente foi adicionada aos pogos e as células incubadas
até a formacgao dos cristais de formazan. Em seguida, o meio foi removido e os cristais
solubilizados com solvente apropriado, sendo a absorbancia medida em leitor de
microplacas no comprimento de onda de 570 nm.

A viabilidade celular foi expressa como porcentagem em relagédo ao grupo
controle (células nao tratadas), sendo calculada a partir da razdo entre as
absorbancias obtidas. Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad

Prism e apresentados como média * desvio padréo.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 HIBRIDOS HPG: CARACTERIZACAO E DESEMPENHO FOTODINAMICO

Nesta secdo sao apresentados os resultados e discussdes referentes as
sinteses realizadas para a ancoragem das moléculas AF, RB e PcCu ao GO comercial
(HPG) bem como as caracterizagbes dos materiais obtidos.

5.1.1 Sinteses dos HPG por Interagdes Quimicas
A sintese dos HPG por ancoragem na plataforma de GO com as moléculas de
AF, RB e PcCu foi conduzida por etapas controladas, conforme descrito no item 4.2.

A ativacao dos grupos carboxilicos do GO com DCC e NHS, conforme mostrado na
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Figura 19, permitiu a formagao de intermediarios reativos, favorecendo a ligagao
covalente entre o GO e as moléculas funcionalizantes. Os grupos funcionais
envolvidos na interagdo com o GO sdo aqueles capazes de estabelecer ligagdes
covalentes e/ou interagdes especificas com a sua superficie. Nesse contexto, os
grupos epoxido, hidroxila e carboxila presentes no GO favorecem a interagcdo com
diferentes compostos por meio de mecanismos quimicos e/ou fisicos bem

definidos'37:167,

HO,

SIEN TN,

Figura 19 — Representagcdo das Estruturas das
Possiveis. Interagcbes Quimicas entre GO com AF
e RB (GO-AF). Reacdo de amidagdo e
esterificacdo entre GO AF e RB. Fonte: Proprio
autor

Para o AF, a presenga de grupos amino indica a ocorréncia de reagao de
amidacao com os grupos carboxilicos do GO, mediada por DCC e NHS via ataque

nucleofilico’ ' resultando na formagé&o do hibrido GO-AF (Figura 19a).
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No caso da RB, os resultados sugerem a formagao do hibrido GO-RB por
reacao de esterificagdo entre os grupos carboxilicos ativados do GO e os grupos
hidroxila (alcoois primarios e secundarios) da molécula (Figura 19b). Embora as
ligagbes éster sejam menos estaveis a hidrélise quando comparadas as ligagoes
amida'8148  elas possibilitam a funcionalizagdo eficiente.

Além das reagdes envolvendo grupos carboxilicos, os grupos epoxido do GO
também podem participar da funcionalizagdo. Esses grupos podem reagir com
nucledfilos presentes no AF e na RB, como amino e hidroxila, respectivamente, por
mecanismos de substituicdo nucleofilica, promovendo a abertura do anel epdxido e a
formacao de ligagbes covalentes estaveis'® (Figura 19c). Esse processo é favorecido
pela elevada eletronegatividade do oxigénio, que induz polarizagéo eletrénica e torna
os carbonos do anel mais eletrofilicos. Adicionalmente, a elevada tensao angular do
anel epdxido contribui para sua reatividade, facilitando sua abertura durante o ataque
nucleofilico’®. De forma complementar, as hidroxilas superficiais do GO (grupos
fendlicos) também podem atuar na ancoragem, interagindo com grupos funcionais
presentes no AF e na RB'38,

Em suma, grupos amino tendem a formar ligagdes amida com o GO, enquanto
grupos hidroxila favorecem a formagao de ligagdes éster. Essas interagdes ampliam
as possibilidades de funcionalizagcéo, contribuindo para a estabilidade quimica dos
hibridos e melhor integragcéo entre o GO e as moléculas bioativas, sem comprometer

as propriedades dos componentes.

5.1.2 Sinteses dos HPG por Interagdes Fisicas

Os grupos oxigenados do GO, aliados as regides conjugadas e grupos
funcionais das moléculas de ancoragem, também permitem a ocorréncia de
interagbes ndo covalentes, como forgas de Van der Waals, ligagdes de hidrogénio e
interagbes eletrostaticas, caracterizando processos de fisissor¢gdo'®'70. A elevada
area superficial do GO potencializa essas interagdes, favorecendo sua atuagdo como
adsorvente para AF, RB e, especialmente, PcCu'6.147,

Destaca-se ainda o empilhamento m—m como mecanismo dominante na
estabilizacdo desses sistemas, promovendo interagdes eficazes entre o GO e as
moléculas ancoradas™?'43 como exemplificado na interagdo GO—PcCu mostrado na
Figura 20.
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Ptalocianina de Cobre (PcCu)

Forgas de
Atragao

Forgas de
Atracao

Oxido de Grafeno (GO)

Figura 20 — Interagdo GO-PcCu Via Adsorgéo.
Fonte: Proprio autor.

A ancoragem dessas moléculas resulta na formacgao de sistemas estruturados
com elevado potencial para aplicagdes biomédicas, uma vez que tais interagdes
asseguram estabilidade quimica e preservam propriedades Opticas. Além disso,
mantém a reatividade e a especificidade molecular, fatores essenciais para aumentar

a seletividade e a eficacia terapéutica.

5.1.3 Caracterizacbes Estruturais dos HPG

Para verificar a possibilidade da ancoragem dos compostos ao GO, foram
empregadas técnicas de caracterizagdo que permitem analisar a estrutura, a
composigao e propriedade oOptica de cada material. A seguir, cada técnica sera

abordada individualmente, apresentando seus resultados e respectivas discussoes.

5.1.3.1 Espectroscopia de Infravermelho (FT-IR)

A espectroscopia FT-IR foi empregada para identificar grupos funcionais no
material e confirmar a possivel interagdo entre os compostos com o GO. Os espectros
permitiram observar picos caracteristicos de AF, RB e PcCu, além de alteracdes nas

bandas do GO, sugerindo a formagao de novas ligagdes e funcionalizagdes.

5.1.3.1.1 Espectroscopia de Infravermelho GO, AF e GO-AF
O espectro FT-IR do GO apresentou concordancia com a literatura'-173,

apresenta bandas caracteristicas de grupos oxigenados, atribuidas as vibragdes de
O-H, C=0, C-0O-C e C-0, confirmando a presenca de fung¢des hidroxila, carboxila,

epoxi e alcoxi na superficie oxidada, conforme mostrado na Figura 21.
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O pico em 1716 cm™ confirmou grupos C=0 de acidos carboxilicos, enquanto
o sinal em 1623 cm™ sugeriu a preservagao parcial de dominios aromaticos (C=C).
Bandas em 1228 e 1040 cm™ foram associadas a grupos epo6xido e C-O, confirmando
a elevada funcionalizagdo do material, sem perda completa da estrutura do GO.

O espectro do AF refletiu sua complexidade estrutural, com contribuicdes de
grupos amina, amida, carboxila e anéis aromaticos'4'"6. As bandas entre 3647—2165
cm™ corresponderam a estiramentos O—-H, N-H e C-H, enquanto sinais em ~1684
cm™ indicaram C=0 de amidas. Vibragdes em 1600, 1480 e 1220-1188 cm™
confirmaram a presenga de sistemas aromaticos e ligagdes C—N/C-O, fortemente

influenciadas por interagdes intermoleculares.

E——
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Figura 21 - Espectroscopia FT-IR das Amostras de GO, AF e GO-AF. Fonte:
Proprio autor

Para o hibrido GO-AF, observou-se atenuagao/desaparecimento da banda
larga associada a O—H e N-H livres, sugerindo o consumo parcial desses grupos
durante a funcionalizagdo. Esse comportamento, associado ao deslocamento da
banda de carbonila em torno de 1686 cm™, é compativel com a formacéo de ligagdes
covalentes do tipo amida entre grupos carboxilicos do GO e grupos amina do acido

félico, conforme esperado para reagdes mediadas por DCC/NHS. Além disso, as
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alteragdes nas regides de 1307-1241 cm™, atribuidas a vibragdes C—O/C-N, e a
reducao de sinais entre 1171-1091 cm™ indicam modificagdo dos grupos oxigenados
do GO e incorporacdo de grupos nitrogenados do AF, mantendo-se vibracdes

aromaticas caracteristicas da estrutura folato'7:178,

5.1.3.1.2 Espectroscopia de Infravermelho GO, RB e GO-RB

O espectro de FT-IR do GO foi previamente discutido. Para a RB (Figura 22),
observou-se um perfil espectral compativel com a literatura’”®'8, evidenciando sua
complexidade estrutural. As bandas em 3494 e 3317 cm™ foram atribuidas ao
estiramento O-H, indicando a presenca de hidroxilas livres. O pico em 3204 cm™
confirmou grupos N-H, enquanto as bandas em 3105 e 2935 cm™ indicaram ligacdes

C—-H aromaticas e alifaticas.
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Figura 22 - Espectroscopia FT-IR das Amostras de GO, RB e GO-RB.
Fonte: Proprio autor

Na regido de menores numeros de onda, o pico em 1729 cm™ foi associado ao
estiramento C=0 da RB, enquanto as bandas em 1645 cm™ e na faixa de 1581-1505

cm™ foram atribuidas a vibragdes envolvendo C=0/C=N/N-H e C=C aromatico do
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anel isoaloxazina, indicando a preservacgao do sistema 1-conjugado da riboflavina no
hibrido GO-RF'8'. Bandas adicionais em 1395 e 1241 cm™, associadas a C—N/C-O
e deformagdes N-H, bem como sinais entre 1068—1010 cm™, indicam a contribuicdo
de grupos oxigenados e nitrogenados da riboflavina e do GO '8, As bandas na regi&o
de 850-535 cm™ podem ser atribuidas a deformacgdes fora do plano de estruturas
aromaticas/heterociclicas, reforcando a presenca do nucleo isoaloxazina no material
hibrido'83.184,

Para o conjugado GO-RB, observaram-se alteragdes espectrais indicativas de
interagdo entre as espécies. A redugdo da banda O-H (3200-3600 cm™) sugeriu
consumo parcial de hidroxilas durante a funcionalizagdo. O deslocamento da banda
C=0 (1700-1750 cm™) para maiores frequéncias indicou participagdo desses grupos
em novas ligagdes, possivelmente éster ou amida. A diminui¢do da intensidade na
regido de 1050-1250 cm™ evidenciou o envolvimento de ligagdées C—O no processo
de ancoragem'®,

De forma geral, as altera¢des no espectro de FT-IR sugeriram que o conjugado
GO-RB foi formado por interagdes quimicas entre os grupos funcionais de ambas as
moléculas ou até mesmo por fisissorcdo. As mudancas observadas nas bandas
correspondentes as hidroxilas, carbonilas, ligacoes C-O e deformacdes aromaticas
foram consistentes com a formagao de um material hibrido funcionalizado. Esse
comportamento destaca o potencial do conjugado GO-RB em aplicagdes biomédicas
e tecnoldgicas, aproveitando a reatividade quimica da RB e a estrutura altamente

oxigenada do GO.

5.1.3.1.3 Espectroscopia de Infravermelho GO, PcCu e GO-PcCu

No presente estudo, conforme demonstrado na Figura 23, foram analisados o
GO, a PcCu e o conjugado GO-PcCu, com o objetivo de verificar a ocorréncia de
conjugacao e compreender as interagdes entre os materiais. A combinagéo do GO,
caracterizado por elevada area superficial e abundancia de grupos oxigenados, com
a PcCu, uma macromolécula aromatica contendo Cu central, favorece a formacgao de
hibridos por interagdes nao covalentes, como empilhamento n-m e ligagbes de
hidrogénio que corroboram com os estudos publicados'2%-127.170

O espectro da amostra PcCu mostrou bandas caracteristicas da sua estrutura

macrociclica complexada com o atomo de Cu'®, com sinais em ~1610 e 1500 cm™
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atribuidos ao estiramento C=N e C=C aromaticos. A banda em 1330 cm™ foi
associada ao estiramento C-N, enquanto as bandas em 1165 e 1090 cm™
corresponderam a vibragdes do anel heterociclico. A presenca de banda em ~750
cm™, relacionada a deformacgdes fora do plano, confirmou a estabilidade estrutural da
molécula, com o Cu atuando como centro estabilizador.

No espectro do conjugado GO-PcCu, observaram-se alteragées em relagao
aos materiais isolados, sugerindo interagao por adsorgao fisica. A redugao da banda
em ~3400 cm™ indicou o envolvimento de grupos hidroxila do GO em ligagcbes de
hidrogénio. O deslocamento e a diminuigdo da intensidade da banda em ~1720 cm™
sugeriram interagdo entre grupos carbonilicos do GO e nitrogénios da PcCu.
Alteragcbées nas bandas em 1270 e 1060 cm™ indicaram a participacédo de grupos
epoxidos e C-O no processo de ancoragem. Ainda assim, as bandas caracteristicas

da PcCu permaneceram visiveis, evidenciando a preservagao de sua estrutura

macrociclica.
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Figura 23 - Espectroscopia FT-IR das Amostras de GO, PcCu e GO-PcCu.
Fonte: Proprio autor

De modo geral, os resultados sugerem que a conjugagao ocorre
predominantemente por fisissor¢cdo, mediada por interacbes n—m e ligagdes de

hidrogénio, sem formacao de ligagcdes covalentes. A preservacgao estrutural da PcCu,
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aliada as interacbes com o GO, contribui para a estabilidade do sistema hibrido e
potencializa propriedades como absorc¢ao de luz e comportamento eletrénico.
5.1.3.2 Espectroscopia UV-Vis e Emisséo de Fluorescéncia

A caracterizagao por espectroscopia UV-Vis e emissao de fluorescéncia foi uma
ferramenta fundamental para investigar as propriedades Opticas e eletrbnicas de
moléculas isoladas, como GO, AF, RB e PcCu, bem como suas intera¢gdes quando
ancoradas ao GO por possiveis ligagdes covalentes ou nao covalentes (GO-AF, GO-
RB e GO-PcCu). No estado isolado, essas moléculas exibiram padrdes especificos
de absorcdo e emissdo que refletem suas estruturas eletrénicas e conjugacoes,
enquanto suas associacbes com o GO resultaram em mudancas espectrais e
emissivas que sugerem interagbes quimicas e fisicas®”:138140.144-148 = hem como
interagdo m—r'2143, além de possiveis transferéncia de carga'®-"8 ou modulagao de

estados excitados que podem facilitar transferéncias de energia %191,

5.1.3.2.1 UV-Vis e Emissao de Fluorescéncia do GO, AF e GO-AF
O espectro UV-Vis do GO (Figura 24a) apresentou um pico em 289 nm,

atribuido as transicbes m—n* de sistemas aromaticos conjugados'®?, indicando a
preservagao parcial da estrutura do grafeno apés a oxidagdo. Observou-se também
uma banda ampla e decrescente até ~1000 nm, associada as transicbes n—n* de
grupos oxigenados, como carbonilas, epoxidos e hidroxilas'®. Esse comportamento
reflete a heterogeneidade estrutural do GO e o grau de oxidagédo, que influencia

diretamente suas propriedades 6pticas.
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Figura 24 - Espectroscopia UV-Vis e Emisséo de Fluorescéncia do GO, AF e GO-AF.
Fonte: Proprio autor
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A emissao fluorescente do GO (Figura 24b) apresentou pico em ~580 nm,
relacionado a recombinacdo de portadores de carga em dominios m-conjugados
interrompidos por grupos oxigenados'. Esse perfil evidencia a distribuicdo de
estados eletronicos e a dependéncia da fluorescéncia com a estrutura quimica do
material.

Para o AF, o espectro UV-Vis (Figura 24a) apresentou dois picos principais em
289 e 363 nm, atribuidos as transi¢gdes m—m* do nucleo aromatico e n—n* de grupos
contendo heteroatomos, respectivamente’®. A banda decrescente até ~415 nm indica
reducao das transi¢cdes no visivel, enquanto o aumento gradual até 1000 nm sugere
efeitos de agregacao ou interagdes intermoleculares.

Na emissdo fluorescente (Figura 24b), sob excitagdgo em 289 nm, o AF
apresentou multiplos picos em 340, 579 e 665 nm. Esses resultados refletem
diferentes estados excitados, envolvendo transigbes n*—m, influéncia de grupos
polares e possiveis processos de agregacao, evidenciando a complexidade eletrénica
da molécula.

Para o sistema GO-AF, o espectro UV-Vis (Figura 24a) manteve o pico em 289
nm e apresentou uma banda em 354 nm, indicando a preservagao das transigdes
caracteristicas do AF apds a ancoragem. As pequenas variagdes observadas sugerem
interacdo com o GO, sem perda significativa da estrutura eletronica do composto.

Na emisséo fluorescente (Figura 24b), a excitagdo em 289 nm resultou em
multiplos picos, com destaque para 576 nm, associado a contribuicdo combinada de
GO e AF. Os sinais em 342 e 667 indicam a coexisténcia de diferentes caminhos de
relaxamento eletrénico, possivelmente influenciados por interagdes intermoleculares

e pelo ambiente criado pela ancoragem.

5.1.3.2.2 UV-Vis e Emissao de Fluorescéncia do GO, RB e GO-RB

Os resultados observados no espectro de absorcdo UV-Vis e emissao de
fluorescéncia do GO, foram mostrados na Figura 24(a e b), no item 5.1.3.2.1. Logo,
nesta sec¢do, o espectro UV-Vis da RB (Figura 25a) apresentou trés picos principais
em 272, 345 e 447 nm'®, associados as transicbes m—n* e n—n* do sistema
conjugado do anel isoaloxazinico. O pico mais intenso em 272 nm esta relacionado
as transigdes m—m*, enquanto o sinal em 447 nm, na regiao visivel, esta associado as

transicbes n—m*, indicando a participagdo de heteroatomos. O comportamento
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espectral confirma a elevada conjugacdo da molécula e sua capacidade de absorver

na regiao UV-visivel, caracteristica relevante para aplicagdes fotossensiveis.
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Figura 25 - Espectroscopia UV-Vis e Emisséo de Fluorescéncia do GO, RB e GO-
RB. Fonte: Proprio autor

A emissao fluorescente da RB (Figura 25b), sob excitagdes em 272, 345 e 447
nm, apresentou banda em torno de 513 nm'%."%" que se estende até ~660 nm. Esse
comportamento indica a presenga de um estado emissor dominante, resultado de
processos eficientes de conversao interna entre estados excitados. A largura da banda
reflete contribui¢cdes vibracionais e influéncia do meio, evidenciando a sensibilidade
da RB a interagdes intermoleculares e ao ambiente.

Para o hibrido GO-RB, o espectro UV-Vis (Figura 25a) manteve o pico em 272
nm, enquanto os sinais em 345 e 447 nm apresentaram aumento de intensidade,
sugerindo interacdo eletrénica entre GO e RB. Esse efeito pode estar associado a
empilhamento -7 € possiveis processos de transferéncia de carga, que aumentam a
densidade de estados eletrénicos acessiveis. A presenca da banda continua do GO
até ~1000 nm indica a manutencao de suas propriedades opticas no sistema hibrido.

Na emissao fluorescente (Figura 25b), o GO-RB apresentou dois picos em 513
até 660 nm'%®1%°, O deslocamento e a variagdo de intensidade sugerem modulagdo
da fluorescéncia da RB pela presenca do GO, possivelmente por transferéncia de
energia ou alteragdes nos caminhos de relaxamento eletrénico, bem como as
caracteristicas eletronicas da RB associadas as do GO. A banda larga reforga a
complexidade do sistema, indicando multiplos processos de emissao e interacio entre

0s componentes.



52

Portanto, a emissao de fluorescéncia do hibrido GO-RB fornece evidéncias de
que a interacao entre o GO e a RB altera as propriedades fotofisicas. A extensao da
banda de emissao e os picos distintos indicam uma complexidade na dindmica do

sistema que pode ser explorada para otimizar o desempenho fotodinamico do hibrido.

5.1.3.2.3 UV-Vis e Emissao de Fluorescéncia do GO, PcCu e GO- PcCu

Os espectros do GO foram discutidos anteriormente. Para a PcCu (Figura 26a),
o UV-Vis apresentou um perfil tipico de sistemas altamente conjugados, com banda B
(ou banda de Soret) em ~350 nm, atribuida a transicbes m—n* de alta energia0%291,
Entre 350-500 nm, observou-se uma regidao de baixa absorcdo, caracteristica de
ftalocianinas metalicas. Na regido visivel, destacaram-se dois picos em 635 e 721 nm
(banda Q), associados a transicbes m—n* de menor energia, moduladas pelo Cu
central 20202 O pico em 721 nm, mais intenso, evidencia a extensdo da conjugagéo
eletrbnica, enquanto o pico em 635 nm reflete a influéncia do metal na quebra de

degenerescéncia eletrbnica.

200

289 nm 721 nm &6 GO (A 559 ym)

~PcCu (A 550 ym)
—— GO-PcCu (X 359 nm)

08 150

(b)

o
[}
1

100

Absorbancia
o
S

1

Intensidade de Fluorescéncia
()]
o
1

0,2 1

0-0 T T T T T T T T J J J J
300 400 500 600 700 800 900 1000 300 400 500 600 700 800 900 100

Comprimento de onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Figura 26 - Espectroscopia UV-Vis e Emisséo de Fluorescéncia do GO, PcCu e GO-
PcCu. Fonte: Proprio autor

Na emisséao de fluorescéncia (Figura 26b), a PcCu apresentou um pico principal
em torno de 700 nm. Sugerindo estar relacionado a transi¢ao singleto fundamental ou
estados excitados de menor energia, favorecidos pela interagdo spin-6rbita do
cobre 200,202_

Para o hibrido GO-PcCu, o espectro UV-Vis (Figura 26a) manteve as bandas
caracteristicas da PcCu, com leve aumento de intensidade, indicando interagdo sem

alteracao significativa das transi¢des eletrénicas. Esse comportamento sugere que o
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GO atua como suporte, promovendo dispersao e possivel sinergia eletrbnica, sem
comprometer a estrutura da ftalocianina.

Na fluorescéncia (Figura 26b), o GO-PcCu apresentou picos de menor
intensidade na mesma regides (700 nm). Esse efeito indica que o GO favorece a
eficiéncia emissiva, possivelmente por facilitar transferéncia de carga e melhor
organizagdo das moléculas de PcCu, além disso, o hibrido preserva a resposta
espectral da PcCu, enquanto potencializa sua emissao, evidenciando um sistema com

propriedades fotofisicas aprimoradas e relevante para aplicagbes fotoativas.

5.1.4 Caracteristicas Fotoeletronicas dos HPG para Aplicagdes em PDT sob

Irradiagcdo NIR

Os resultados apresentados nesta etapa demonstraram que a estratégia de
ancoragem de cromoforos organicos ao GO, por rotas quimicas e fisicas, foi bem-
sucedida do ponto de vista estrutural.

Entretanto, apesar do sucesso na sintese e caracterizagdo estrutural dos
hibridos GO-AF, GO-RB e GO-PcCu, os ensaios preliminares de avaliacdo funcional,
baseados na degradacdo da sonda quimica DPBF, nao indicaram a geragao
detectavel de 'O, sob as condi¢des de irradiacdo empregadas.

Estes resultados sugerem que, embora haja interagéo eletronica entre o GO e
os cromoforos ancorados, os hibridos ndo atenderam ao critério funcional necessario
para a PDT ativada na regido do NIR.

A auséncia de degradacao significativa da sonda DPBF nao invalida os
resultados obtidos, mas aponta para limitagdes intrinsecas da combinagao entre o GO
e os cromoforos utilizados nesta etapa do estudo. Do ponto de vista fotofisico, uma
possivel explicacdo esta relacionada ao fenbmeno de supressao de fluorescéncia
promovido pelo GO, amplamente descrito na literatura para sistemas hibridos
envolvendo materiais carbonaceos. A proximidade entre o cromoforo e a superficie do
GO pode favorecer processos de transferéncia de carga ou relaxagdo nao radiativa,
reduzindo a populacéo do estado tripleto excitado (T,), etapa essencial para a geragéo
eficiente de 'O, por meio do mecanismo de transferéncia de energia tipo 11°357:61,

Adicionalmente, a faixa espectral de absorgcédo dos croméforos avaliados nesta
etapa constitui um fator limitante importante. A RB e o AF apresentam absorcao

predominante nas regides do ultravioleta e do visivel, enquanto a PcCu, embora
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possua banda Q intensa no visivel, apresenta absorgéo limitada ou indireta na regiao
do NIR.

Considerando que a proposta central deste trabalho é o desenvolvimento de
PSs ativaveis em NIR para contornar a interferéncia da melanina e aumentar a
profundidade de penetracdo da luz, a eficiéncia desses cromoforos sob irradiacédo NIR
torna-se restrita. Outro aspecto relevante refere-se a agregagdo molecular,
especialmente no caso da PcCu adsorvida fisicamente a superficie do GO. A
agregacao de ftalocianinas é conhecida por reduzir significativamente o rendimento
quantico de 'O, devido ao acoplamento dos éxcitons entre moléculas adjacentes. A
adsor¢cao em uma matriz bidimensional como o GO pode intensificar esse efeito,
contribuindo para a redugao da atividade fotodinamica observada.

Dessa forma, os resultados obtidos nesta etapa do trabalho permitiram
estabelecer critérios para o aprimoramento da plataforma fotodinAmica proposta.
Entre os principais critérios destacam-se: (i) a necessidade de cromdéforos com
absorc¢ao intensa e direta na regidao do NIR; (ii) a preservagao dos estados excitados
de vida longa, especialmente o estado tripleto, minimizando processos de supresséo
nao radiativa; (iii) o controle da arquitetura de ancoragem para reduzir efeitos de
agregacao; e (iv) a compatibilidade entre a rota de funcionalizagao e as propriedades
fotofisicas do PS.

Portanto, embora os hibridos GO-AF, GO-RB e GO-PcCu inicialmente
propostos ndo tenham sido efetivos na geragao de 'O, para aplicacdo em PDT, os
resultados forneceram subsidios para a redefinicdo da estratégia experimental e para

a evolugao do sistema PS ao longo do desenvolvimento deste trabalho.

5.2 EVOLUCAO DA PLATAFORMA GO-PS PARAAPLICACOES EM PDT ATIVADA
NO NIR

A continuidade deste trabalho passou a demandar uma reformulacdo da
estratégia experimental, contemplando tanto a modificagédo estrutural do GO quanto a
selecdo de uma espécie quimica com absorgao intrinseca na regido do NIR. Dessa
forma, a etapa subsequente deste trabalho dedicou-se ao desenvolvimento de um
material hibrido (HSG), baseada em GO estruturalmente modificado (MNGO) e
funcionalizado com ICG, visando superar as limitagdes identificadas e avancgar na
obtencao de sistemas PSs adequados para aplicacbes em PDT e PTT no tratamento

do melanoma.
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5.3 ESTUDO DA MUDANCA ESTRUTURAL E SUPERFICIAL DO GO

Nesta nova etapa, a modificagcao estrutural e superficial do GO foi explorada
como estratégia central para a obtengdo de um material multifuncional, envolvendo
processos de incorporagdo de grupos amino e nanoparticulas magnéticas, que
permitiria a funcionalizagcdo e/ou ancoragem de moléculas organicas, conforme
exemplificado pela Figura 27. Essas transformagdes promovem alteragbes
significativas na densidade de defeitos, na distribuicdo dos grupos funcionais e na
organizagdo da rede carbonacea, refletindo-se em mudangas nas propriedades

eletrénicas, opticas, magnéticas e interfaciais do material.

Figura 27 - Plataforma Estruturada de GO Modificada. Fonte:
Proprio autor
A introducéao de nitrogénio, por exemplo, introduz defeitos controlados na rede
do grafeno e modifica a densidade eletrénica local, favorecendo interagées com
especies bioativas e potencializando a transferéncia de carga e energia. De forma
complementar, a incorporacdo de nanoparticulas magnéticas, especialmente oxidos
de ferro superparamagnéticos, contribui para a formagao de heteroestruturas com
propriedades magnéticas e amplia a funcionalidade do sistema, possibilitando
aplicagbes em direcionamento externo, bioimagem e terapias combinadas.
Adicionalmente, a ancoragem de PS, como a ICG, permitiria integrar propriedades
fotofisicas e fotoquimicas ao HSG, potencializando a geragdo de 'O, e a resposta

fototérmica.
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Nesse contexto, a compreensdo dos mecanismos envolvidos na mudanga
estrutural e superficial do GO é fundamental para o controle da rota sintética e para a
interpretacdo das propriedades observadas nos compoésitos obtidos. Assim, nos
topicos subsequentes sao discutidos o papel dos reagentes na formagao dos sistemas
hibridos e os efeitos da sintese hidrotermal assistida por micro-ondas para

modificagéo estrutural e funcional do GO.

5.3.1 Papel dos Reagentes na Formacdo do mNGO

O desenvolvimento de materiais magnéticos funcionalizados com nitrogénio
baseados em GO demanda o emprego de reagentes que promovam a modificagao
superficial, dopagem heteroatdmica e incorporagdo de fases magnéticas. Nesse
contexto, o etilenoglicol, a ureia, o acetato de sodio, o PEG-6000 e os sais de ferro
sao reagentes fundamentais para controlar a morfologia, a funcionalizagdo quimica e
as propriedades magnéticas dos nanomateriais formados.

O etilenoglicol atua como um solvente de alto ponto de ebuligdo que viabiliza o
ambiente hidrotermal necessario para a reacdo, ao mesmo tempo que exerce papel
como agente redutor suave. Sua agao promove a redugao parcial do GO, facilitando
a ancoragem de nanoparticulas e melhorando a dispersdo do material durante o
aquecimento por micro-ondas?®®. Além disso, sua polaridade e viscosidade favorecem
a estabilizagdo coloidal do sistema, essencial para evitar a aglomeragdo das
nanoparticulas em formag&o?%.

A ureia € amplamente utilizada como principal fonte de nitrogénio na dopagem
da estrutura grafénica. Durante o tratamento térmico, sua decomposicédo libera
espécies nitrogenadas como amonia e isocianato, que reagem com 0OS grupos
oxigenados do GO, resultando na introdugédo de grupos amina e amida na superficie
do compdsito?®. Esse processo ndo apenas aumenta a condutividade elétrica e a
reatividade superficial do material, como também contribui para a formacao de
defeitos eletrénicos controlados que favorecem a interagdo com espécies moleculares
e cataliticas?®.

O acetato de sédio desempenha um papel crucial no controle do pH da solugao,
ajustando-o para valores levemente alcalinos que favorecem a coprecipitagao
controlada dos ions Fe?" e Fe3**, possibilitando a formagdo de nanoparticulas de
magnetita, fase responsavel pela propriedade superparamagnética do compdsito??’.

Esse controle de pH é fundamental para evitar a formagao de fases menos desejaveis,
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como a hematita (Fe,O3), comum em condi¢gdes mais acidas. No presente estudo, a
medi¢cao do pH no final da etapa de preparacéao revelou um valor de 9,1, confirmando
0 ambiente alcalino necessario para o crescimento direcionado das fases magnéticas
(FesOa4) e a eficacia do tampao proporcionado pelo acetato de sodio.

Ja o PEG-6000 € empregado como agente estabilizante estérico. Ele se
adsorve na superficie das nanoparticulas em crescimento e previne sua aglomeragao
por meio de barreiras estéricas, promovendo melhor disperséao e aumento da area
superficial do material final?®®. Essa estabilizagdo € essencial para preservar a
funcionalidade do compésito em aplicagdes em biomedicina e catalise.

A escolha dos sais de ferro também é determinante. A utilizagdo combinada de
Fe®** e Fe?*, geralmente na razdo molar de 2:1, favorece a formag¢ao de magnetita com
propriedades superparamagnéticas adequadas para aplicagbes como hipertermia
magnética e direcionamento externo?®.

Finalmente, o uso de aquecimento assistido por micro-ondas a 180°C por 30
minutos proporciona uma rapida e homogénea transferéncia de energia ao sistema,
promovendo de forma simultanea a reducao parcial do GO, a dopagem com nitrogénio
e a formacao das nanoparticulas magnéticas, reduzindo significativamente o tempo

de reagdo e aumentando a reprodutibilidade do processo?'%2".

5.3.2 Sintese Hidrotermal Assistida por Micro-ondas

A sintese propriamente dita foi conduzida por meio de um processo hidrotermal
assistido por micro-ondas, técnica que se destaca pela sua elevada eficiéncia
energética, controle de parametros reacionais e capacidade de promover reagdes
rapidas e uniformes em escala nanométrica.

A aplicagao de micro-ondas induz um aquecimento dielétrico direto sobre os
constituintes polares da mistura reacional, promovendo a transferéncia de energia de
maneira volumétrica e homogénea, o que resulta em um aumento significativo da taxa
de nucleagcdo e em um crescimento controlado das nanoparticulas magnéticas de
Fe;0, sobre a superficie funcionalizada do GO?%%32%_ Simultaneamente, o ambiente
térmico gerado favorece a reducado parcial das folhas de GO, contribuindo para a
restauragdo parcial da conjugagcdo m da rede grafénica e melhorando sua
condutividade elétrica.

A presenga de ureia como precursor nitrogenado desempenhou papel

essencial nesse contexto, uma vez que sua decomposicao térmica sob aquecimento
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assistido por micro-ondas sugeriu a efetiva funcionalizagdo do GO com atomos de
nitrogénio que sera evidenciada indiretamente mais adiante nos estudos de
espectroscopia Raman e PZ. Essa incorporacao ocorre preferencialmente em sitios
defeituosos e nas bordas das folhas grafénicas, promovendo modificacbes nas
propriedades eletrbnicas e aumentando a afinidade do material com espécies
moleculares e radicais livres?%.

A Figura 28 ilustra os parametros empregados durante o processo de sintese
do mNGO e NGO como temperatura, tempo de reagao, pressao interna e poténcia de
micro-ondas, os quais foram otimizados para assegurar nucleagdo e crescimento
controlado das nanoparticulas, no caso do mNGO, além de garantir sua distribuigdo
homogénea sobre a matriz lamelar do GO, minimizando a aglomeracao e favorecendo

interagdes interfaciais fortes entre as fases organica e inorganica.
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Figura 28 - Pardmetros de Sintese em Unica Etapa do mNGO e NGO.
Fonte: Proprio autor

Em comparacédo aos métodos hidrotérmicos convencionais, esta abordagem
via micro-ondas mostrou-se significativamente mais eficiente, reduzindo o tempo total
de sintese de horas para minutos, com consequente economia de energia e melhoria
da qualidade morfologica e cristalina do compdsito obtido?’'. O compésito final
apresentou arquitetura lamelar preservada, recoberta uniformemente por
nanoparticulas de Fe;O, intimamente ancoradas, confirmando uma integracao

estruturada e coesa entre as fases. Essa morfologia sera evidenciada por meio de



59

analises de microscopia eletrénica de varredura (MEV), as quais serao abordadas em
secao especifica adiante, permitindo a visualizacéo direta da distribuicdo, do tamanho
médio e da interface entre as nanoparticulas e a matriz grafénica, além de fornecer
subsidios para a correlagao entre estrutura e propriedades funcionais do compadsito.

A introdugao de espécies nitrogenadas contribuiu para o aumento da densidade
de defeitos estruturais, e para a resposta fotoativa sob irradiagcdo na faixa do NIR,
tornando o mMNGO altamente atrativo para aplicagdes biomédicas multifuncionais,
como PDT e PTT e sistemas ativaveis por luz209210,

Portanto, conclui-se que a rota hidrotermal assistida por micro-ondas empregada
neste estudo permite a obtencdo de um material com propriedades fisico-quimicas
superiores as observadas em GO puro, integrando, em uma unica plataforma,
magnetismo, fotoatividade e potencial biocompatibilidade, aspectos fundamentais

para tecnologias aplicadas a saude e ao meio ambiente.

5.4 ESTUDO DE ADSORCAO DO ICG NO mNGO (HSG)

A ancoragem via adsor¢do do ICG sobre o mNGO resultou na formagéo do
hibrido MNGO@ICG, evidenciando elevada afinidade entre o fotossensibilizador e a
superficie do compodsito. Esse comportamento esta diretamente relacionado a
natureza estrutural do mNGO, que combina dominios grafiticos (sp?), grupos
funcionais oxigenados e espécies nitrogenadas introduzidas durante a sintese. A
dopagem com nitrogénio promove a presenga de grupos aminicos e/ou nitrogenados
protonaveis que, em pH préximo ao fisioldgico (= 6,8), contribuem para a modulagéo
da carga superficial do material, conforme sugerido pelos valores positivos nos
estudos de caracterizagao pelo PZ, mais adiante. Essa caracteristica favorece a
interacao eletrostatica com a ICG, que apresenta carater anidbnico em meio aquoso,
intensificando sua adsorg¢ao. Paralelamente, o empilhamento m-m entre os anéis
aromaticos da ICG e as regides conjugadas do grafeno, bem como interagbes do tipo
ligagdo de hidrogénio, atuam de forma sinérgica no processo de ancoragem. A
presenca de nanoparticulas magnéticas contribui adicionalmente para a
heterogeneidade quimica da superficie, ampliando os sitios ativos e favorecendo
multiplos modos de interagao. A eficiéncia da separagdo magnética e a estabilidade
do material apds sucessivos ciclos de lavagem indicam uma ancoragem robusta, com

baixa tendéncia a dessorgao, enquanto a elevada razao massica mNGO:ICG favorece
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a dispersao homogénea do corante, reduzindo processos de agregacao que seria uma
caracteristica dessa molécula.

Adicionalmente, é importante destacar que a ICG livre apresenta reconhecida
instabilidade fotofisica e fotoquimica, sendo suscetivel a degradacdo e perda de
eficiéncia sob irradiacdo, especialmente na regido do infravermelho préximo. No
entanto, quando ancorada ao mNGO, observa-se uma melhora significativa na
estabilidade dessas propriedades, conforme evidenciado pelos resultados de UV-Vis
e pelos ensaios sob irradiacdo em 808 nm, que serdo apresentados. Essa
estabilizacdo pode ser atribuida a interacdo com a matriz do mNGO, que atua como
suporte protetor, reduzindo processos de fotodegradagcdo e favorecendo a
manutengdo das propriedades Opticas da ICG. Em conjunto, esses resultados
sugerem que a modificagdo estrutural do GO ndo apenas favorece a adsorgao
eficiente do fotossensibilizador, mas também contribui para a sua estabilizacéo
fotofisica, constituindo uma plataforma mais robusta e promissora para aplicagdes em
PDT sob excitacdo NIR.

5.5 HIBRIDOS HSG: INTERPRETACAO DAS CARACTERIZACOES

O HSG foi amplamente caracterizado por diferentes técnicas, a fim de elucidar
suas propriedades estruturais, quimicas, Opticas e funcionais. As analises por MEV
evidenciaram a morfologia do material e a presenga de nanoparticulas magnéticas
distribuidas sobre a matriz grafénica, enquanto os espectros de FT-IR e Raman
confirmaram a presenca de grupos funcionais, defeitos estruturais e modificacbes
associadas a dopagem e funcionalizagdo. A espectroscopia UV-Vis demonstrou a
manutencgao e estabilizagdo das bandas caracteristicas do fotossensibilizador apos a
ancoragem, caracteristica da interagéo eficiente com o mNGO. Além disso, os ensaios
com a sonda DPBF indicaram a capacidade do sistema em gerar 'O, sob irradiagao
NIR a 808 nm, evidenciando o aprimoramento fotodindmico em relagao aos sistemas
iniciais. Adicionalmente, os estudos de fluorescéncia revelaram alteracbes nos
processos de recombinacdo eletrébnica e nos estados excitados, enquanto as
medigbes de PZ confirmaram a modulagdo da carga superficial e a estabilidade
coloidal moderada do sistema. Em conjunto, esses resultados demonstram que o HSG
apresenta propriedades estruturais e fotofuncionais otimizadas, sugerindo uma

plataforma eficiente para aplicagdes da PDT em melanoma.



61

5.5.1 Caracterizagao por Microscopia Eletrénica de Varredura do Graf, GO e mNGO
As micrografias obtidas por MEV (Figura 29) evidenciam a evolugao
morfolégica das amostras ao longo das etapas de modificagdo do GO e incorporagao

das fases magnéticas (mMNGO).
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Figura 29 - Microscopia Eletrénica de Varredura do Grafite, GO e mNGO.
1: Grafite; 2: Oxido de Grafeno; 3 e 4: GO Funcionalizado com sais de Fe
(mNGO). Fonte: Proprio autor

Apods o processo de oxidacdo via método de Hummers modificado, mostrado
na Figura 29-2, observa-se uma alteragao significativa da morfologia, evidenciada pela
formacao de folhas delaminadas e deformadas, com aumento do espagamento
interlamelar e da rugosidade superficial. Essa transformacgao € atribuida a introducao
de grupos funcionais oxigenados (hidroxila, epdxido e carboxila) entre as camadas
grafiticas, promovendo repulsdo eletrostatica e maior interagdo com moléculas
polares. O resultado é a obtengdo de um GO altamente hidrofilico e estruturalmente
expandido, ideal para servir de plataforma reativa para ancoragem de espécies,

quimicas, metalicas e dopantes heteroatémicos'64.
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As amostras modificadas magneticamente, observadas nas Figuras 29-3 e 29-
4, apresentam morfologias distintas aos precursores utilizados na sintese hidrotermal
assistida por micro-ondas. Observa-se uma distribuicio homogénea de
nanoparticulas esféricas de dimensdes entre 20 e 80 nm aderidas a superficie do GO.
Essa morfologia uniforme e finamente dispersa € indicativa de formacdo de
nanoparticulas de magnetita (Fe;O,), cuja geracao depende da presencga simultanea
de ions ferrosos e férricos em solugdo, conforme a reagdo de co-precipitagdo’3212,

ilustrada pela equacao 1:

Fe?* + 2Fe3* + 80H™ - Fe,0, + 4H,0 (1)

A predominancia de particulas com morfologia arredondada ou quase esférica
pode ser atribuida a tendéncia termodinédmica de minimizagdo da energia superficial.
Em sistemas coloidais, a geometria esférica apresenta a menor razdo entre area e
volume, o que contribui para a redugdo da energia livre total associada a interface
solido-liquido. Durante a etapa de crescimento das nanoparticulas, a nucleacéo ocorre
de forma isotropica, favorecendo a expansao equanime dos nucleos em todas as
diregcbes cristalograficas. Esse comportamento € intensificado pelas condigbes
homogéneas de aquecimento proporcionadas pela irradiagdo por micro-ondas, a qual
assegura uma transferéncia de energia rapida e uniforme, evitando a formacao de
gradientes térmicos e permitindo um crescimento simultaneo, controlado e uniforme
das nanoparticulas magnéticas'63212,

A Figura 30 ilustra qualitativamente a resposta magnética do composito frente
a aplicagédo de um campo magnético estatico, evidenciando a incorporagao bem-
sucedida das nanoparticulas de magnetita na matriz de GO.

As micrografias obtidas corroboram a eficacia da funcionalizagcédo magnética do
oxido de grafeno, evidenciando ainda a influéncia direta da razdo molar entre ions

Fe®** e Fe?* na formagao, morfologia e distribuicdo das nanoparticulas de magnetita.
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Figura 30 - Demonstragdo da Resposta Magnética do
Compdésito mNGO na Presenga de um Campo Magnético
Externo (im&). Fonte: Proprio autor

A metodologia hidrotermal assistida por micro-ondas demonstrou elevada
eficiéncia, promovendo nucleagdo rapida e homogénea, além de um controle
morfolégico superior ao observado em rotas hidrotérmicas convencionais. Essa
caracteristica é particularmente relevante para aplicacbes biomédicas, nas quais a
uniformidade estrutural e a dimensao nanométrica das particulas exercem papel
crucial na resposta magnética, na estabilidade coloidal e na eficiéncia de mecanismos

terapéuticos.

5.5.2 Caracterizagao por Difratometria de Raios X do Graf, GO e mNGO

A Figura 31 apresentada exibe os difratogramas de raios X obtidos para o Graf,
GO sintetizado pelo método de Hummers modificado e 0 compdsito magnético mNGO
preparados por rota hidrotermal assistida por micro-ondas, sendo que em ambos os
casos houve adigdo de ureia como fonte de nitrogénio para promover a dopagem do

material?'3.
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Figura 31 - Difratogramas de Raios X do Graf, GO e mNGO. Graf:Grafite; GO:
Oxido de Grafeno; mNGO: GO Funcionalizado (rota hidrotermal assistida).
Fonte: Proprio autor

O difratograma do graf (trago preto) revela um pico intenso e estreito em 26 =
26,4°, correspondente ao plano (002), além de um segundo pico em torno de 54°,
referente ao plano (004). Estes picos sdo caracteristicos da estrutura hexagonal
altamente ordenada do grafite, refletindo seu elevado grau de cristalinidade e
empilhamento regular das camadas de grafeno?'“.

A amostra do GO (tragco vermelho) observa-se a extingao do pico em 26 = 26,4°
e o surgimento de um novo pico intenso em aproximadamente 10—11°, atribuido ao
plano (001). Esse deslocamento sugere o aumento do espagamento interlamelar (dgo1
=~ 0,8 nm), decorrente da introdugao de grupos oxigenados e moléculas de agua entre
as camadas de grafeno?'®. Tal modificagdo estrutural confirma a oxidagao e esfoliagéo
parcial do grafite durante o processo de sintese via método de Hummers modificado.
Adicionalmente, um pico secundario de baixa intensidade proximo a 42° é atribuido
ao plano (100), tipico de estruturas lamelares desordenadas do GO.

O difratograma do compdsito magnético mNGO evidencia a conversao
completa da estrutura lamelar do GO em sistemas contendo fases cristalinas de

oxidos de ferro com estrutura tipo espinela. Sao identificados picos em 20 = 30,2°
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(220), 35,5° (311), 43,1° (400), 53,5° (422), 57° (511) e 62,6° (440), os quais
correspondem a magnetita (Fe;O,), conforme o padriao JCPDS 19-06292'6. A
auséncia do pico (001) do GO original sugere que, durante a sintese hidrotermal,
houve reducgao parcial do 6xido de grafeno, com consequente formacado de rGO,
propiciando a ancoragem eficaz das nanoparticulas magnéticas. A presenca de ions
Fe?* no meio reacional favoreceu a formacéao da fase mista Fe?*/Fe** caracteristicada
magnetita, resultando em picos mais intensos e definidos, evidenciando cristalinidade
aprimorada e maior tamanho de cristalito?'°.

Dessa forma, os resultados obtidos por difragdo de raios X demonstram com
clareza a transformacéo estrutural do grafite em GO a partir do método de Hummers
modificado, bem como a formacéo eficiente do mMNGO apds o tratamento hidrotermal
assistido por micro-ondas. A presenga predominante de picos caracteristicos da
magnetita (Fe;0,), juntamente com a auséncia do pico (001) do GO, confirma a
reducao parcial do material e a incorporacao eficaz das nanoparticulas magnéticas
sobre a matriz carbonacea. A ureia, empregada como agente redutor e dopante,
contribuiu para a introdugéo de defeitos estruturais e possivel introdugéo de grupos
de nitrogénio, sem a geracdo de novas fases cristalinas detectaveis por DRX?'3217,
Assim, os dados difratométricos comprovam o sucesso das rotas sintéticas propostas,
resultando em materiais com estrutura cristalina bem definida, estabilidade e potencial
promissor para aplicagdes biomédicas multimodais, especialmente em abordagens

terapéuticas baseadas em fototérmica e fotodinamica.

5.5.3 Caracterizagao por Espectroscopia Raman do Graf, GO, NGO e mNGO

A espectroscopia Raman é uma técnica amplamente empregada na
caracterizagdo estrutural de materiais carbonosos, permitindo avaliar o grau de
desordem, a presenca de defeitos e o tipo de hibridizagdo do carbono. A Figura 32
apresenta os espectros Raman obtidos para as amostras de graf, GO, e o material
funcionalizado, NGO e mNGO.
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Figura 32 - Espectroscopia Raman do Graf, GO, NGO e mNGO. Graf:Grafite;
GO: Oxido de Grafeno; NGO: Funcionalizacdo do éxido de grafeno sem os
sais de Fe (rota hidrotermal assistida); mNGO: Funcionalizagdo do 6xido de
grafeno com os sais de Fe (rota hidrotermal assistida). Fonte: Proprio autor

Os espectros exibem as bandas caracteristicas dos materiais a base de
carbono: a banda D, centrada em torno de 1350 cm™, associada ao modo de fénon
A.g ativado pela presenga de defeitos estruturais; a banda G, em aproximadamente
1580 cm™, correspondente a vibracédo E,g dos atomos de carbono sp?; e a banda 2D,
préxima de 2690 cm™, atribuida a segunda ordem do modo D, sensivel ao numero de
camadas e ao empilhamento das folhas grafiticas?'8-220,

O espectro do graf apresenta um pico G com intensidade Raman acentuada
(235,55) e um pico D pouco pronunciado (138,92), resultando em uma razao I(D)/I(G)
=0,59. Essa relagao indica alta cristalinidade e baixo grau de desordem, caracteristica
de materiais grafiticos bem ordenados, nos quais os dominios sp? s&o extensos e a
presenca de defeitos € minima. O pico 2D, observado em aproximadamente 2690
cm™ (134,43), apresenta-se bem definido e simétrico, evidenciando o empilhamento
do tipo AB e confirmando a natureza grafitica do material?°.

O GO, por outro lado, apresentou intensificagdo da banda D (346,79) e ligeira

reducdo do pico G (325,45), com [(D)/I(G) = 1,07. Esse aumento da razdo é
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consequéncia da introdugdo de grupos oxigenados, como hidroxilas, epoéxidos,
carbonilas e carboxilas, que interrompem a conjugagcao da rede sp? e promovem a
formagao de sitios sp®. Esse comportamento € tipico do processo de oxidacdo do
grafite, conforme relatado por Stankovich et al. (2007), e indica uma estrutura mais
defeituosa e heterogénea?'8. A diminuigdo da intensidade e o alargamento do pico 2D
confirmam a redugéo da ordem eletrénica e o aumento do desordenamento estrutural.

A amostra NGO, obtida por tratamento hidrotermal do GO na presenca de ureia
e na auséncia de sais de ferro, apresentou I(D)/I(G) = 1,18, indicando aumento
adicional da desordem estrutural em relagdo ao GO. Esse comportamento sugere que
o tratamento hidrotermal promove modificagdes adicionais na rede carbonica,
associadas tanto a reducado parcial do GO quanto a incorporacdo de espécies
nitrogenadas provenientes da decomposigéo térmica da ureia??!. A literatura descreve
que a ureia pode atuar simultaneamente como agente redutor e fonte de nitrogénio,
favorecendo a formacdo de diferentes configuragdes nitrogenadas na rede de
carbono, como nitrogénio piridinico, pirrolico e grafitico, que introduzem defeitos
estruturais adicionais e modificam a estrutura eletrénica do material62:221-224,

Na amostra de mNGO, os espectros apresentaram intensidades Raman [(D)
(D) = 191,68 / I(G) = 144,74, resultando em [(D)/I(G) = 1,32.0 aumento da razao
[(D)/I(G) em relacdo ao GO reflete a introdugdo de novos defeitos estruturais
decorrentes da funcionalizacdo quimica. Durante o tratamento hidrotermal, a ureia se
decompde em amobnia (NH;) e dioxido de carbono (CO,), gerando espécies
nucleofilicas que reagem com os grupos oxigenados do GO, originando grupos amino
(~NH;) e amida (—-CONH-)?21:225.226

De acordo com o modelo proposto por Ferrari e Robertson (2000)%?7, valores
de [(D)/I(G) superiores a 1 indicam a presenca de dominios sp? nanocristalinos, com
tamanho médio inferior a 5 nm, o que corresponde ao regime de desordem
intermediaria. Isso sugere que as amostras funcionalizadas mantém parte da estrutura
grafitica, mas apresentam elevada densidade de defeitos, coerente com a presenca
de grupos contendo nitrogénio e ferro?92?7

Portanto, a funcionalizacdo do GO em meio hidrotermal com ureia e sais de
ferro promoveu a formagdo de um compdsito hibrido (MNGO), no qual coexistem
regides grafiticas parcialmente preservadas e areas funcionalizadas com grupos

oxigenados e nitrogenados coordenados a ions de ferro.
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Os resultados evidenciam a transicdo gradual de uma estrutura grafitica
ordenada (grafite) para um sistema altamente funcionalizado e defeituoso (MNGO). A
evolucado da razdo I(D)/I(G) de 0,59 para 1,32 confirma o aumento progressivo da
desordem, conforme descrito por Ferrari e Robertson (2000), representando a

transicdo do regime cristalino para o nanocristalino desordenado.

5.5.4 Caracterizagao por Espectroscopia de Infravermelho do Graf, GO e mNGO
Os espectros de FT-IR apresentados na Figura 33, evidenciam de forma clara

a evolugéo estrutural do graf, GO e do mNGO.
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Figura 33 - Espectroscopia de Infravermelho do Graf, GO e
mNGO. Graf: Grafite; GO: Oxido de Grafeno; mNGO: GO
Funcionalizado (rota hidrotermal assistida). Fonte: Proprio
autor
O grafite apresenta um perfil praticamente inerte no infravermelho, sem banda
larga de estiramento O-H (na faixa de 3000-3600 cm™), sem absor¢cdo de
estiramento C=0 em torno de 1720 cm™ e com auséncia de sinais intensos na regiao
entre 1250 e 1000 cm™. Esse comportamento confirma a natureza altamente
ordenada e pouco funcionalizada do grafite, composta basicamente por ligagdes C=C

em estrutura grafitica®?.
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Apbs o processo de oxidagao pelo método de Hummers modificado, o espectro
do GO passou a exibir um conjunto de bandas caracteristicas dos grupos oxigenados
introduzidos na estrutura. Observa-se uma banda muito larga em aproximadamente
3400 cm™, atribuida ao estiramento O—-H de hidroxilas e possivel hidratacéo,
indicando a presenga de grupos hidroxilicos e possivelmente forte interagdo por
pontes de hidrogénio. A banda intensa em 1720-1730 cm™ corresponde ao
estiramento C=0 de grupos carboxilicos e anidridicos localizados nas bordas das
folhas de grafeno. Na regido de 1610-1630 cm™ ocorre uma absorg¢ao associada a
deformacao angular H-O—H da agua adsorvida, sobreposta ao estiramento C=C do
esqueleto aromatico residual do grafeno parcialmente oxidado. Bandas em torno de
1360-1390 cm™ sao atribuidas a deformacédo angular C—OH de fenois e alcoois,
enquanto as absor¢gdes em 1210-1250 cm™ e 1040-1080 cm™ referem-se
respectivamente ao estiramento C—O-C de grupos epoxi e ao estiramento C-O de
alcoois e éteres. Esse conjunto confirma a insergao eficiente de oxigénio e a presenga
de diferentes grupos funcionais oxigenados no GO?%°.

No compdsito mNGO, preparados por aquecimento hidrotermal assistido por
micro-ondas, observa-se uma redugéao significativa das intensidades das bandas de
estiramento O—H na faixa de 3000-3600 cm™, de estiramento C=0 em torno de 1720
cm™ e de estiramento C—O-C na faixa de 1210-1250 cm™. Essa atenuagdo sugere
reducdo parcial do GO durante o tratamento, promovendo a recuperacdo da
conjugacao eletronica m entre os planos grafénicos. Simultaneamente, surgem novas
bandas em aproximadamente 580-570 cm™ e 480—440 cm™, correspondentes ao
estiramento Fe—O em sitios tetraédricos e octaédricos, o que confirma a formagao de
oxidos de ferro nanocristalinos (magnetita ou maghemita) ancorados sobre as folhas
de GO,

Na regido de 1570-1600 cm™ e 1400 cm™, as bandas atribuidas aos
estiramentos assimétrico e simétrico do grupo carboxilato (COO~) sugere a conversao
de grupos carboxilicos livres em carboxilatos coordenados ao ferro, caracterizando a
ancoragem das nanoparticulas magnéticas a matriz grafénica®?’. O uso de ureia como
precursor de nitrogénio durante a sintese contribui para o surgimento de bandas
discretas em 1200-1350 cm™ associadas ao estiramento C—N e de um leve ombro
em torno de 1650 cm™, sugerindo a formagdo provenientes de amidagao e/ou

dopagem nitrogenada da estrutura do GO,
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Em conjunto, os resultados de FT-IR sugerem transformacdes quimicas
ocorridas ao longo da sintese: (i) oxidacao efetiva do grafite e insercao de grupos
oxigenados durante a formacgao do GO; (ii) reducao parcial desses grupos durante a
etapa hidrotermal; (iii) formacéao de ligagcbes Fe—O representando nanoparticulas de
oxido de ferrofixadas a matriz; e (iv) incorporagao de grupos nitrogenados na estrutura
grafénica a partir da decomposicao da ureia. Essas evidéncias apoiam a formagao de
um composito mMNGO estruturalmente reduzido, funcionalizado magneticamente e
dopado com nitrogénio, combinando caracteristicas desejaveis para aplicagdes
fototérmicas, fotodinamicas e de adsorcao seletiva de macromoléculas em sistemas

biomédicos.

5.5.5 Caracterizagio por UV-Vis e Emissao de Fluorescéncia

As caracterizagdes Opticas mostradas na Figura 34 evidenciaram modificagdes
progressivas na estrutura eletrénica dos materiais ao longo das etapas de oxidagéo,
dopagem e funcionalizagdo do GO.

Na espectroscopia UV-Vis, o GO apresentou uma banda intensa centrada em
aproximadamente 280 nm, atribuida a transicdo eletrénica m—n* dos dominios
aromaticos sp? remanescentes, além de um ombro em torno de 300 nm associado as
transigbes n—m* de grupos carbonilicos, confirmando o elevado grau de oxidagao e a
ruptura parcial da conjugacao m da rede grafitica?32233,

Apds a incorporacéo das fases magnéticas e nitrogénio (mMNGO), observou-se
um alargamento das bandas na regido do UV e um aumento significativo da absorgao
continua no visivel e no infravermelho préximo, esse comportamento sugere a
introducéo de novos estados eletrénicos intermediarios associados a formacao de
Fe;O, e a processos de transferéncia de carga entre a matriz grafénica e os oxidos
de ferro, além de refletir a reorganizacéo da densidade eletrbnica promovida pela
dopagem nitrogenada??*234235 A absorgao estendida até a regido NIR sugere maior
eficiéncia na conversao de energia luminosa em calor, caracteristica desejavel para
aplicacoes fototérmicas, enquanto a manutengcao das bandas caracteristicas do GO
indica preservagao estrutural da plataforma grafénica?®. Em conjunto, os resultados
de UV-Vis corroboram as analises estruturais e morfolégicas, confirmando que a rota
hidrotermal assistida por micro-ondas em etapa unica promoveu a obtengdo de um
material com propriedades O&pticas ampliadas e adequadas para aplicagdes

biomédicas multimodais, especialmente em PTT e PDT.
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Figura 34 - UV-Vis (a) e Emissdo de Fluorescéncia (b) do Graf,
GO e mNGO. Fonte: Proprio autor
A espectroscopia de fluorescéncia evidenciou diferengas marcantes no
comportamento fotoluminescente do GO e do mNGO, refletindo modificagbes na
estruturaeletrénica apos o processo de funcionalizacido. Para o GO, excitado em ~280
nm, observou-se uma banda larga de emisséo entre 350 e 500 nm, com maximo
centrado em aproximadamente 400 nm, atribuida a recombinacgao radiativa de pares
elétron—lacuna gerados por transigbes m—mn* em dominios aromaticos sp? isolados na
matriz oxidada?¥. A largura dessa banda esta associada a distribuicdo heterogénea

desses dominios e a contribuicdo de estados de defeito introduzidos por grupos
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oxigenados, além disso, uma emissao secundaria de baixa intensidade foi observada
em ~540-800 nm, relacionada a niveis de armadilha mais profundos associados aos
grupos oxigenados e desordem estrutural®®’.

Apds a dopagem nitrogenada e incorporagdo das nanoparticulas magnéticas,
o mNGO, excitado em ~390 nm, apresentou supressao significativa da emissao
caracteristica do GO, evidenciando a ocorréncia de processos de transferéncia de
carga fotoinduzida entre a matriz grafénica excitada e os 6xidos de ferro?¥":28, Esse
mecanismo reduz a recombinagao radiativa original, favorecendo caminhos nao
radiativos de dissipagdo energética®®® indicando que processos radiativos ainda
ocorrem, porém a partir de centros emissores distintos?*2%* que foi associada a
estados de defeito profundos de dopagem heteroatémica e interfaces metal—
carbono?.

Assim, a evolugdo do espectro de fluorescéncia sugere nao apenas a
supressao parcial da recombinacéao radiativa original do GO, mas a redistribuicdo dos
canais de relaxagcao excitada, com coexisténcia de processos radiativos deslocados
espectralmente e mecanismos nao radiativos, comportamento que favorece a
separacgao de cargas e o aproveitamento fotoenergético em aplicagdes fotodindmicas

e fototérmicas?*'.

5.5.6 Caracterizacdo por Potencial Zeta do mNGO

O PZ é um parametro fundamental na caracterizagdo de sistemas coloidais,
pois representa o potencial elétrico na interface entre a superficie das particulas
dispersas e 0 meio liquido. Essa grandeza esta diretamente relacionada a mobilidade
eletroforética das particulas e a estrutura da dupla camada elétrica formada ao redor
delas. A determinacdo do PZ por meio da técnica de espalhamento de luz
eletroforético (ELS) permite avaliar a magnitude das intera¢des eletrostaticas no
sistema, sendo amplamente utilizada para inferir a estabilidade coloidal, a tendéncia
a agregacao e as propriedades superficiais de materiais dispersos em meio
aquoso?*?>243, No presente estudo, o PZ das dispersdes do compdsito mNGO foi
avaliado em duas diluicbes distintas, com o objetivo de investigar o comportamento
coloidal do material em condigbes proximas ao meio fisioldgico (pH 6,8), conforme

mostrado na Figura 35.
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Figura 35 - Potencial Zeta do Compdsito mNGO. Potencial Zeta
das diluicbes 1:100 e 1:1000 do GO modificado via reagéo
hidrotermal assistida por micro-ondas. Fonte: Proprio autor

Os resultados indicaram valores médios de 11,57 + 2,1 mV para a diluicao 1/100
e 17,15 £ 5,7 mV para a diluicdo 1/1000. Observou-se que a maior diluicdo resultou
em aumento do PZ, comportamento atribuido a redugao das interagdes interparticulas
e a consequente expansao da dupla camada elétrica ao redor das particulas. Esse
efeito € consistente com os principios da teoria Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek
(DLVO)?#4.245 segundo a qual a estabilidade coloidal resulta do balango entre forgas
atrativas de van der Waals e forgas repulsivas eletrostaticas?#424°,

Embora os valores obtidos n&do atinjam magnitudes superiores a £30 mV,
frequentemente associadas a sistemas altamente estaveis, os resultados sugerem a
presencga de estabilizacdo eletrostatica moderada. Esse comportamento é tipico de
compositos hibridos baseados em GO funcionalizado com nanoparticulas magnéticas,
nos quais a heterogeneidade quimica da superficie e a presenga de multiplos
dominios estruturais influenciam a distribuigdo de cargas.

O carater positivo do PZ observado sugere a presenga de grupos funcionais
nitrogenados protonados, introduzidos durante o processo de sintese
hidrotérmica?4¢24’. Esse deslocamento, em relagdo ao potencial tipicamente negativo
do GO nao modificado, constitui outra evidéncia do sucesso da dopagem com
nitrogénio e da modificagdo superficial do material. Além disso, a ocorréncia de

distribuigdes bimodais em algumas medi¢cbes sugere uma superficie quimicamente
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heterogénea, possivelmente decorrente da coexisténcia de regides de grafeno ainda
parcialmente oxidado e dominios funcionalizados com nanoparticulas de Fe;0,248249,

Do ponto de vista aplicado, a presenga de carga superficial positiva moderada
em pH préximo ao fisioldgico € particularmente relevante, uma vez que pode favorecer
interagbes eletrostaticas com membranas celulares, que apresentam carga
predominantemente negativa®®2'. Adicionalmente, essa caracteristica superficial
favorece a incorporacdo de moléculas com cargas opostas, contribuindo para a
formagao de sistemas hibridos funcionalizados por meio de interagdes eletrostaticas
e interfaciais. Nesse contexto, a ancoragem da ICG na superficie do compdsito pode

ser favorecida, ndo apenas por interagdes eletrostaticas, mas também por interagdes

T-1 com 0s dominios grafénicos e possiveis interagdes de coordenagdo com as

nanoparticulas de Fe;0,.

Essas interagdes interfaciais desempenham papel fundamental na
estabilizacdo fotofisica e fotoquimica da ICG reduzindo processos de agregacao,
autoextingdo e degradacdo sob irradiagdo, fendbmenos frequentemente observados
para a molécula livre em solucdo aquosa que sera discutido mais adiante. A
heterogeneidade de carga superficial e a presenca de multiplos sitios de interagéo no
composito favorecem a distribuicdo do PS na interface sélido-liquido, contribuindo
para maior estabilidade estrutural e funcional do sistema hibrido. Dessa forma, os
resultados obtidos sugerem que o MNGO apresenta propriedades coloidais
compativeis com dispersdes moderadamente estaveis,constituindo uma plataforma
eficiente para imobilizagao e estabilizacdo de PS, com potencial aplicacdo em PDT e
PTT.

5.6 HIBRIDOS HPG: ESTUDOS DE DESEMPENHO FOTODINAMICO

5.6.1 Estudos Fotofisicos e Fotoquimicos da ICG e HSG mMNGO@ICG
A Figura 36 reune os resultados espectroscépicos obtidos para avaliagédo do
comportamento fotofisico e fotoquimico do composto ICG e do mMNGO@ICG sob

irradiagao em 808 nm, incluindo as analises de estabilidade fotdnica.
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Figura 36 - Ensaios de Estabilidade e Fotodegracdo da ICG e mNGO@ICG (a) —
Absorgdo do UV-VIS da ICG e DBPF; (b) - Degradagdo do DPBF na presenga da ICG
livre sob irradiagdo a 808 nm; (c) - Degradag¢éo do ICG sob irradiagdo a 808 nm na
auséncia do DPBF; (d) - Estabilidade fotoquimica da ICG@mNGO na auséncia do

DPBF. Fonte: Proprio autor

Inicialmente, a Figura 36a apresenta os espectros de absorbancia individuais
do DPBF e da ICG, utilizados como base espectral para interpretacao dos ensaios
fotoquimicos subsequentes. O DPBF exibe banda caracteristica intensa centrada em
~410 nm, atribuida a transicdo m—mn* do anel furanico conjugado, sendo amplamente
empregado como sonda indireta para detecgdo de 'O, devido a sua elevada
sensibilidade a oxidagédo fotoinduzida. Por sua vez, a ICG apresenta duas bandas
principais na regido do infravermelho proximo: uma banda de menor intensidade em
~710-730 nm e outra mais intensa centrada em ~770-800 nm, associadas as

transicdes eletronicas da banda Q do corante cianinico. Essas bandas situam-se
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dentro da janela terapéutica biolégica, justificando a escolha do laser de 808 nm para
os estudos de ativagao fotoquimica.

Na Figura 36b, observa-se a evolugédo espectral do sistema contendo ICG e
DPBF sob irradiacdo em 808 nm no intervalo de 0 a 120 s. Verifica-se reducao
progressiva da absorbancia do DPBF em ~410 nm com o aumento do tempo de
exposigao, evidenciando sua degradagao foto-oxidativa. Esse comportamento sugere
a geracao de 'O, mediada pela ICG excitada, uma vez que o DPBF reage
seletivamente com 'O, formando endoperoxidos ndo conjugados, resultando na perda
da banda caracteristica no UV-Vis. Paralelamente, nota-se reducdo gradual das
bandas da propria ICG, particularmente do pico principal em ~778 nm, sugerindo que,
além de atuar como PS, o corante sofre fotodegradacdo simultdnea durante o
processo de irradiagcdo. Esse fendbmeno é amplamente relatado para a ICG livre,
estando associado a instabilidade fotoquimica do corante em meio aquoso e a
formacg&o de produtos de degradagao apds multiplos ciclos de excitagao’32-134,

A Figura 36¢ apresenta o comportamento espectral da ICG irradiada em 808
nm na auséncia de DPBF, permitindo avaliar isoladamente sua estabilidade fotonica.
Observa-se novamente diminuigdo gradual da absorbéancia das bandas em ~720 nm
e ~778 nm ao longo do tempo, confirmando que a fotodegradagéao da ICG nao esta
exclusivamente vinculada a reagdo com a sonda, mas também decorre de processos
intrinsecos de fotobranqueamento, tais como clivagem da cadeia polimetinica,
fotoisomerizagao e oxidagao molecular. Esse resultado reforgaa limitagao da ICG livre
em aplicacbes terapéuticas prolongadas, uma vez que a perda de integridade
estrutural reduz sua eficiéncia fotodinadmica e fototérmica.

Em contraste, a Figura 36d evidencia comportamento substancialmente distinto
para o hibrido mMNGO@ICG sob as mesmas condi¢gdes de irradiacao e na auséncia
de DPBF. Observa-se manutencao praticamente inalterada da intensidade do pico
principal em ~790 nm ao longo de 120 s de exposi¢gao ao laser, indicando elevada
estabilidade fotonica do corante quando imobilizado na plataforma grafénica
magnética. A auséncia de degradagao significativa sugere que a interagao interfacial

entre ICG e mNGO, mediada por empilhamento -7, interagdes hidrofobicas e

possiveis interagdes eletrostaticas, promove protegao estrutural da cadeia conjugada

da ICG, reduzindo sua suscetibilidade a fotdlise e a oxidacao direta.
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Do ponto de vista mecanistico, essa estabilizacdo pode estar associada a
dissipacao eficiente da energia excitada via transferéncia de carga para a matriz
grafénica ou para as nanoparticulas de 6xido de ferro, diminuindo a ocorréncia de
processos autodestrutivos do corante. Adicionalmente, a plataforma mNGO pode
atuar como reservatorio eletrénico, facilitando a separacéo de cargas e redirecionando
a energia excitada para processos fotoquimicos externos, como a geragao de ROS,
em vez de promover degradacgao intramolecular da ICG.

De forma integrada, os resultados demonstram que, enquanto a ICG livre
apresenta simultaneamente geracdo de 'O, e fotodegradacéo significativa sob
irradiacao NIR, sua imobilizagdo no mNGO resulta em aumento expressivo da
estabilidade fotonica sem comprometer a atividade fotoinduzida. Essa combinacao de
alta eficiéncia fotodinAmica potencial e elevada resisténcia a fotobranqueamento
consolida o hibrido mMNGO@ICG como uma plataforma promissora para aplicagdes
terapéuticas multimodais, nas quais estabilidade, geracdo de ROS e conversao

fototérmica devem coexistir de maneira sinérgica.

5.6.2 Avaliagao da Geragao de Oxigénio Singleto e Estabilidade Fotdnica do

Hibrido mNGO@ICG

A Figura 37 reune de forma integrada os resultados obtidos, possibilitando a
analise comparativa da eficiéncia fotodinamica, da estabilidade espectral do corante
e do papel estrutural do mMNGO na modulagao desses processos.

A avaliagao fotoquimica do sistema iniciou-se pela andlise da degradacao do
DPBF na presenca do hibrido sob irradiacdo NIR, conforme apresentado na Figura
37a. Observa-se reducgédo progressiva da banda caracteristica do DPBF centrada em
~410 nm ao longo do intervalo de 0 a 150 s, sugerindo sua foto-oxidacéo.
Considerando a elevada seletividade do DPBF para 'O,, a diminuigdo de sua
absorbancia sugere produgado continua de ROS mediada pelo HSG mMNGO@ICG
quando excitado em 808 nm ao longo do tempo, sugerindo eficiéncia fotodindmica
sustentada do hibrido.
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Figura 37 - Atividade fotodindmica e Estabilidade Foténica do HSG mNGO@I/CG
Avaliada por Degradagédo do DPBF sob Irradiagcdo NIR. (a) - Degradagé&o da sonda
DPBF sob excitagdo NIR na presenga do mNGO@ICG; (b) — Efeito batocrémico apos
a conjugagéo do ICG ao mNGO; (c) Auséncia da degradagédo da sonda DPBF no
escuro na presenca do mNGO@ICG; (d) Auséncia da degradag¢ao da sonda DPBF na
presenca do mNGO. Fonte: Proprio autor

O comportamento espectral responsavel por essa ativacdo fotoquimica é
elucidado na Figura 37b, que compara os espectros de absorbancia da ICG livre e
conjugada ao mNGO. Observa-se deslocamento batocrémico do pico principal da
banda Q, passando de ~778 nm (ICG livre) para ~790 nm no mNGO@ICG. Esse
deslocamento evidencia interagdo eletrénica entre o corante e a matriz grafénica,
atribuida a acoplamento m-m, alteracbes no microambiente eletrOnico e possivel
redistribuicdo de densidade de eletronica. Tal deslocamento amplia a eficiéncia de
absorcao na regiao de 808 nm, favorecendo a ativagao fotoquimica do sistema sob

irradiagao terapéutica.
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Para validar que a degradacédo do DPBF observada decorre exclusivamente de
processos fotoinduzidos, foi realizado experimento controle no escuro, apresentado
na Figura 37c. Nesse caso, ndo se observa variagao significativa da banda em ~410
nm ao longo de 120 s, indicando auséncia de degradacéo espontanea da sonda na
presenca do MNGO@ICG sem estimulo foténico. Esse resultado confirma que o HSG
nao promove oxidacdo do DPBF por vias cataliticas ou reag¢des redox no escuro,
sendo a geracao de 'O, dependente da excitagdo luminosa na faixa de onda
estudada.

De forma complementar, a Figura 37d apresenta o comportamento do mNGO
isolado na presenca do DPBF sob irradiagdo em 808 nm. Observa-se manutencao
praticamente inalterada da absorbancia da sonda ao longo do tempo, demonstrando
que a plataforma magnética, na auséncia da ICG, ndo gera quantidades detectaveis
de 'O, sob essas condi¢coes experimentais. Esse resultado confirma que a atividade
fotodindmica do sistema HSG esta diretamente associada a presengca do
fotossensibilizador organico, enquanto o mNGO atua predominantemente como
plataforma estrutural e moduladora eletrénica.

A andlise das figuras evidencia que o hibrido MNGO@ICG combina trés
caracteristicas fundamentais para aplicagdes fototerapéuticas: (i) capacidade eficiente
de geracao de 'O, sob excitagdo NIR, confirmada pela degradacdo do DPBF; (ii)
modulacdo espectral do corante, expressa pelo deslocamento batocrémico que
favorece a absor¢cao em 808 nm; e (iii) elevada estabilidade fotoquimica e seletividade
reacional, comprovadas pelos experimentos controle no escuro e na auséncia de ICG.
Esses resultados demonstram que a imobilizacédo da ICG na plataforma grafénica
magnética preserva sua atividade fotodinAmica e otimiza sua resposta espectral e sua
eficiéncia fotoinduzida, consolidando o MNGO@ICG como sistema promissor para

aplicacdes em PDT mediada por NIR.

5.6.3 Caracterizagao por Fluorescéncia da Molécula ICG e HSG mMNGO@ICG
A analise dos espectros de fluorescéncia da ICG e do mNGO@ICG, mostrado
na Figura 38, evidencia uma modulagéo significativa das propriedades fotofisicas do

sistema apos a incorporagao do corante a matriz grafénica funcionalizada.
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Figura 38 - Ensaios de Fluorescéncia da ICG e mNGO@ICG. (a) — Espectro de
fluorescéncia da ICG com excitagbes em 400, 710 e 778 nm, regibes com maiores
intensidade de absorg¢do da molécula; (b) — Espectro de fluorescéncia do mNGO@ICG
com excitagbes em 280, 312, 790 e 808 nm, regibes com maiores intensidade de
absorgéo do hibrido. Fonte: Proprio autor

A ICG livre, Figura 38a, apresentou um perfil espectral tipico de corantes
cianinicos, com emissao centrada naregiao do infravermelho préximo (~800-830 nm),
independentemente do comprimento de onda de excitagdo, em concordancia com a
regra de Kasha. A excitagdo em 400 nm que pode ser atribuida a excitagdo em bandas
de maior energia (T—m*), resultando em maior populagao do estado excitado seguida
de relaxagao interna até o estado emissivo S;. As excitagbes mais préximas da banda
de absorgéao principal (710 e 778 nm) apresentaram maiores intensidades de emisséo,
refletindo a emissé&o de fluorescéncia da ICG na regido entre 800 e 850 nm. A largura
e assimetria da banda de emissao sugerem a influéncia do microambiente e a possivel
formacao de agregados, fendbmeno amplamente descrito para a ICG e associado a
reducdo da fluorescéncia por autoextincdo. Além disso, a elevada suscetibilidade a
processos nao radiativos e a fotodegradacgéao reforga as limitagdes da ICG livre em
aplicagbes biomédicas.

Apés a incorporagdo na matriz mNGO, (Figura 38b) o comportamento espectral
torna-se substancialmente mais complexo, refletindo a natureza multifuncional do
sistema hibrido. Observa-se uma emissao intensa na regido de 380—420 nm sob
excitacdo no UV (280 e 312 nm), caracteristica da recombinagdo radiativa em

dominios sp?isolados do GO, sugerindo a manutengéo da heterogeneidade eletronica
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mesmo apos o tratamento hidrotermal. Na regidao do NIR, correspondente a emisséo
da ICG, observa-se uma reducdo significativa da intensidade de fluorescéncia,
caracterizando um processo de supressao. Esse comportamento € consistente com
mecanismos de transferéncia de carga fotoinduzida e transferéncia de energia entre
a ICG e a matriz mNGO, favorecidos pela interacdo m-m e pela proximidade eletronica
entre os componentes.

A comparagao entre os sistemas evidencia que a incorporagao da ICG promove
uma transicdo de um comportamento molecular isolado para um sistema
eletronicamente acoplado, no qual os caminhos de relaxagdo energética sao
significativamente alterados. A supressao da fluorescéncia no NIR ndo representa
perda de funcionalidade, mas sim um redirecionamento da energia excitada para
processos nao radiativos, como dissipacgao térmica e geragao de ROS, fundamentais
para aplicagdes em PDT e PTT. Paralelamente, o surgimento de novas bandas
emissivas no UV e visivel indica a criacdo de um sistema eletrénico hierarquico,
resultante da sinergia entre os dominios grafénicos, os sitios dopados com nitrogénio,
as nanoparticulas magnéticas e a ICG. Adicionalmente, a interacdo com a matriz
contribui para a estabilizagado fotofisica do corante, reduzindo sua degradacéo e
ampliando sua aplicabilidade.

Dessa forma, os resultados demonstram que o hibrido nanocompdésito
MNGO@)ICG preserva as caracteristicas opticas essenciais da ICG e promove uma
modulagdo estratégica de suas propriedades eletrénicas, favorecendo vias nao
radiativas mais eficientes e consolidando o material como uma plataforma promissora

para aplicagdes biomédicas baseadas em excitagao no infravermelho préximo.

5.7 PROPOSTA DE MECANISMO FOTOFISICO E FOTOQUIMICO DO SISTEMA
MNGO@ICG

Com base nos resultados experimentais obtidos pelas técnicas de
espectroscopia UV-Vis, fluorescéncia, Raman e ensaios de geragao de 'O, é possivel
propor um modelo mecanistico para o comportamento fotofisico e fotoquimico do
sistema MNGO@)ICG sob irradiagdo na regiao do NIR que pode ser compreendido a
partir da interagao entre os estados excitados da ICG e a estrutura eletronicamente
modificada do GO dopado e funcionalizado.

Sob excitacdo em 808 nm, a ICG absorve radiagdo promovendo a transigao

eletrbnica do estado fundamental (S,) para o estado excitado singleto (S;). Em
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sistemas convencionais, a desativagao desse estado ocorre predominantemente por
emissdo de fluorescéncia ou por processos nao radiativos. No entanto, quando
ancorada a matriz mNGO, observa-se uma supressao significativa da fluorescéncia,
indicando a ocorréncia de processos de transferéncia de carga e/ou energia do
cromoforo excitado para a rede grafénica.

A estrutura do mNGO, caracterizada pela presenca de defeitos estruturais,
dominios sp? reduzidos e dopagem com nitrogénio, favorece a formacao de estados
eletrénicos intermediarios que atuam como aceitadores de carga. Esse cenario
promove a desativacdo nao radiativa do estado excitado da ICG, reduzindo a
recombinagdo radiativa e direcionando a energia absorvida para processos
fotoquimicos?%2-2%4,

Adicionalmente, a interagcao entre a ICG e o mNGO pode favorecer a ISC,
aumentando a populagdo do estado T,, etapa fundamental para a geragédo de ROS
via transferéncia de energia para o oxigénio molecular, resultando na formacgao de
'0,. Esse mecanismo é corroborado pelos ensaios com a sonda DPBF, que
evidenciam a degradagdo do marcador sob irradiagdo NIR na presenca do sistema
hibrido.

Paralelamente, a matriz de mNGO, devido a sua natureza condutora e a
presencga de centros metalicos associados as nanoparticulas de 6xidos de ferro, pode
contribuir para processos adicionais de dissipagao de energia, incluindo conversao
fototérmica que sera evidenciado mais adiante. Esse efeito potencializa a agao
terapéutica do sistema, caracterizando um mecanismo combinado de PDT e PTT.

Dessa forma, o sistema mMNGO@ICG atua como uma plataforma multifuncional
na qual a matriz carbonacea modificada ndo apenas estabiliza o PS, mas também
modula seus caminhos de desativagcao eletronica, favorecendo processos nao
radiativos, transferéncia de carga e geragado eficiente de espécies reativas sob

excitacdo no NIR.

5.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE FOTODINAMICA IN VITRO DO COMPOSITO
mNGO@ICG EM CELULAS DE MELANOMA

A Figura 39 apresenta os resultados dos testes in vitro em culturas de células

de melanoma A375, dos grupos tratados com mNGO@ICG irradiados e nao irradiados

com luz NIR. A viabilidade celular avaliada por MTT em dois tempos permitiu avaliar

tanto o efeito imediato da exposicao ao sistema mMNGO@ICG quanto a resposta
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celular apdés um periodo de recuperagao. Apesar da revelacdo em 0 h indicar a
diminuicao da viabilidade celular no grupo irradiado, observou-se um aumento da

viabilidade celular apds 24 h, o que é indicativo de retomada do crescimento celular.

(a) (b)
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Figura 39: Viabilidade celular avaliada por MTT em dois tempos. (a) O he (b) 24 h. A
viabilidade do grupo controle (células né&o tratadas) é indicada como CC (controle
positivo) e CM (controle negativo)

Um dos possiveis fatores que possa ter interferido nestes resultados € devido
a possivel agregacdo do mMNGO@ICG antes da exposigéo in vitro. A estabilidade
coloidal do sistema em meio aquoso, avaliada por meio do potencial zeta, indicam
uma dispersédo classificada como moderadamente estavel, segundo os critérios
estabelecidos na literatura coloidal. Como a exposicéo foi realizada alguns dias apds
0 preparo da solucéo, possivelmente a resposta possa ter sido comprometida.

Mesmo estes resultados in vitro nao terem sido conclusivos, acredita-se que o
ajuste de alguns parametros pode gerar resultados promissores, devido aos
excelentes resultados obtidos com a sonda DPBF. A utilizagdo da sonda DPBF como
indicador da geragdo de 'O2 é amplamente descrita na literatura, sendo considerada
uma abordagem confiavel para avaliacdo da atividade fotodinamica em sistemas
homogéneos. A diminuicdo da absorbancia da sonda ao longo do tempo de irradiagao
esta diretamente associada a oxidagdo promovida por espécies reativas, o que
permite inferir a eficiéncia fotoquimica do sistema. Nesse contexto, os resultados
obtidos indicam que o mMNGO@ICG apresenta comportamento fotoativo robusto,

mesmo apos processos de funcionalizagcdo e ancoragem, o que é particularmente
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relevante considerando que interagdes com matrizes carbonaceas podem, em

determinados casos, induzir processos de supressao eletronica.

5.9 AVALIACAO DOS ENSAIOS FOTOTERMICOS EM DISPERSAO AQUOSA

A avaliagdo do desempenho fototérmico foi conduzida com o objetivo de
investigar a capacidade de conversdo de energia luminosa em calor sob irradiagéo
NIR, considerando a influéncia da composicdo e da concentracdo dos sistemas.
Foram analisados separadamente mNGO, ICG livre e o hibrido mNGO@ICG,

permitindo identificar as contribuigdes individuais e possiveis efeitos sinérgicos,
conforme mostrado na Figura 40.
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melhor desempenho fototérmico do hibrido. Fonte: Proprio autor

Para o mNGO, observou-se aumento progressivo da temperatura com a
elevacao da concentragao, evidenciando sua atuagdo como agente fototérmico. O
sistema contendo apenas agua Milli-Q manteve temperatura praticamente constante
(~26-27 °C), confirmando que o aquecimento esta associado a absor¢géo do material.

Em baixas concentragbes (0,01 mg/mL), o aumento térmico foi discreto (~30°C),
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enquanto em 0,25 e 0,50 mg/mL houve incremento mais pronunciado, associado a
maior disponibilidade de dominios sp?. O melhor desempenho foi observado em 1,00
mg/mL (~35°C), indicando condi¢c&o proxima ao regime ideal de dispersdo. Em 2,50
mg/mL, o ganho térmico nao foi proporcional, possivelmente devido a sedimentagao
parcial, que reduz a fracao efetivamente dispersa e a eficiéncia de absorc¢ao.

Ja, para a ICG livre, também se observou aumento de temperatura com a
concentragdo, porém com tendéncia a estabilizacdo precoce. Em baixas
concentragdes, o aquecimento foi limitado (~30°C), enquanto em concentragdes
intermediarias (0,50-1,00 mg/mL) atingiu ~32°C, com formacao de platés térmicos.
Esse comportamento indica rapido equilibrio entre absorc¢éo e dissipagédo de energia,
sendo limitado por vias competitivas de desativagdo, como fluorescéncia e geragéo
de ROS. Além disso, a ICG apresenta instabilidade fotoquimica e tendéncia a
agregacao em meio aquoso, especialmente em concentragdes mais elevadas, o que
compromete a eficiéncia fototérmica.

Logo, para o hibrido mMNGO@ICG, observou-se comportamento fototérmico
dependente da concentragdo, com aumento progressivo da temperatura ao longo da
irradiacao. Na concentragao de 2,50 mg/mL, o sistema atingiu ~35°C, indicando
elevada eficiéncia de conversao energética e menor limitacdo por sedimentacdo em
relagdo ao mNGO isolado. Em 1,00 e 0,50 mg/mL, as temperaturas maximas foram
de ~34°C e ~31°C, respectivamente, mantendo desempenho consistente. Ja em
concentragdes mais baixas (0,25 e 0,01 mg/mL), o aumento térmico foi mais discreto
(~30-31°C), refletindo a menor densidade de centros absorvedores.

Quando comparados diretamente os sistemas na concentragao de 1,00 mg/mL,
observa-se que o mNGO apresentou o maior incremento térmico, enquanto a ICG livre
teve um menor desempenho. O sistema hibrido mNGO@ICG, por sua vez,
apresentou comportamento intermediario, porém com perfil de aquecimento mais
gradual ao longo do tempo. Esse resultado indica que, embora o mNGO possua maior
eficiéncia intrinseca de conversdo fototérmica, a incorporacdo da ICG nao
compromete significativamente o desempenho térmico do sistema, ao mesmo tempo
em que promove maior estabilidade e controle do aquecimento. O comportamento do
hibrido sugere ainda uma redistribuicdo dos mecanismos de dissipacdo de energia,
na qual parte da energia absorvida pela ICG é direcionada para processos nao

radiativos mediados pela matriz carbonacea.
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Portanto, o hibrido apresentou resposta mais estavel em comparagao a ICG
livre, sem estabilizagdo precoce das curvas, sugerindo reducdo de agregacao e
fotodegradacao devido a ancoragem no mNGO. Esses resultados sugerem um efeito
sinérgico, no qual o mNGO contribui com eficiéncia fototérmica e a ICG amplia a
absorcdo no NIR e a estabilidade do sistema. Assim, o desempenho do mMNGO@ICG
nao depende apenas da concentracdo, mas do equilibrio entre absorgcdo Optica,
dispersao coloidal e interagao entre os componentes, tornando o sistema promissor

para aplicagbes combinadas de PTT/PDT.

6 CONCLUSAO

Os resultados indicam que a eficiéncia fotodinamica de sistemas baseados em
GO sob irradiagéo na regidao do NIR ndo esta associada apenas a presenga de um
PS, mas principalmente as interagdes eletronicas estabelecidas na interface hibrida.
Nesse contexto, a simples incorporagdo de PSs ao GO mostrou-se insuficiente,
evidenciando que a resposta fotoativa depende tanto das modificagdes estruturais da
matriz quanto da escolha de PSs compativeis com a faixa de excitagdo desejada.

A modificacao estrutural do GO, via sintese hidrotermal assistida, resultando no
MmNGO promoveu aumento da densidade de defeitos, modificagdo dos dominios
sp?/sp? e incorporagao de nitrogénio, resultando na formagao de estados eletrénicos
intermediarios capazes de atuar como centros de transferéncia de carga. Esses
estados favoreceram a supressao da recombinacao radiativa e o redirecionamento da
energia excitada para processos nao radiativos e fotoquimicos.

Nesse cenario, a interacdo mNGO e ICG resultou em um sistema com
comportamento fotofisico distinto da ICG livre, caracterizado pela supressdo de
fluorescéncia e manutencdo da absorgdo no NIR. Esse comportamento sugere a
ocorréncia de transferéncia de carga e/ou energia na interface, além de estar
associado a maior estabilidade do sistema, com redugdo de agregacdo e
fotodegradagéo da ICG.

Os ensaios fototérmicos confirmaram resposta dependente da concentracéo,
com aquecimento progressivo e perfil mais estavel para o hibrido, evidenciando
melhor controle da dissipagédo de energia. Em paralelo, os ensaios in vitro em células
de melanoma demonstraram efeito citotoxico inicial dependente da irradiacdo, porém
com recuperacao parcial da viabilidade celular apds 24 h, indicando que a eficacia

bioldgica ainda requer otimizagdo dos parametros experimentais, especialmente
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concentracdo do sistema, tempo de incubacdo e condicbes de irradiagdo. Tal
comportamento contrasta com os resultados obtidos nos ensaios com a sonda DPBF,
que evidenciaram geracgao eficiente de espécies reativas, sugerindo que a limitagao
observada esta associada as condigbes experimentais e a interagdo com o meio
bioldgico do que a capacidade fotoquimica intrinseca do sistema.

De forma integrada, os resultados evidenciam que o sistema mMNGO@ICG
apresenta propriedades emergentes decorrentes da interagdo entre matriz e PS,
atuando na modulacao da dindmica excitdnica, na estabilidade fotofisica e na resposta
fototérmica.

Assim, este trabalho estabelece uma relagcdo consistente entre estrutura,
estados eletrénicos e resposta fotoativa em materiais derivados de GO, demonstrando
que a modificacdo da rede carbonacea € determinante para o controle de processos
de transferéncia de energia sob NIR, atuando na estabilizagado fotofisica da ICG,
enquanto esta desempenha papel essencial na absorgao eficiente da radiagdo em
808 nm, contribuindo diretamente para a ativacdo dos processos fotoquimicos e
fototérmicos do sistema.

Em sintese, o sistema mMNGO@ICG configura-se como uma plataforma

promissora para aplicagées combinadas em PDT/PTT.
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