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RESUMO 

No presente trabalho, investigou-se as propriedades fotofísicas, a interação com 

a proteína Albumina Sérica Humana (HSA), incorporação, citotoxicidade e 

fototoxicidade em células tumorais do tipo HeLa de dois derivados inéditos da 

Protoporfirina IX (PpIX) para a aplicação na Terapia Fotodinâmica (TFD). A 

modificação da estrutura ocorreu nas ramificações da PpIX onde foi adicionado 

porções de piperazina ou morfolina a fim de promover efeito sinérgico, 

aumentando sua fotoatividade e, consequentemente sua fototoxicidade. Para 

isso, os derivados nomeados PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-Morfolina foram 

caracterizados por técnicas espectroscópicas e estudos fotofísicos como, a 

determinação do coeficiente de absortividade molar, rendimento quântico de 

fluorescência e oxigênio singlete, assim como também, foram avaliadas 

possíveis reações de fotobranqueamento com uso do LED. Em comparação com 

a molécula precursora PpIX, foi possível observar que as modificações 

estruturais realizadas não trouxeram grandes variações nas características 

espectroscópicas e fotofísicas dos novos derivados da PpIX. Estudos de 

agregação em misturas de água/metanol e água/DMSO também foram 

explorados, para fim de compreender o comportamento destas moléculas em 

meio aquoso, ambiente majoritário de células vivas, onde foi possível perceber 

que as mudanças nas ramificações da PpIX trouxeram melhora na solubilidade 

da PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-Morfolina em meio aquoso comparado a PpIX. 

Também foi estudado o grau de interação da HSA junto dos compostos 

porfirínicos, já que ela permite a ligação de uma ampla gama de compostos 

endógenos e exógenos e possibilita o transporte de moléculas dentro do corpo 

humano onde observou-se uma interação apenas com a PpIX-Metil-Piperazina. 

E ainda, realizou-se um estudo de incorporação, citotoxicidade e fototoxicidade 

em células tumorais do tipo HeLa para avaliar a aplicabilidade destes novos 

compostos na TFD, onde foi possível observar uma maior fototoxicidade de 

ambas as moléculas em comparativo com a PpIX, tornando as novas moléculas 

excelentes candidatos a Terapia Fotodinâmica. 

 

Palavras-chave: Terapia Fotodinâmica, porfirinas, fototoxicidade, células 

tumorais. 

 



 

 

ABSTRACT 

In the present work, we investigated the photophysical properties, the interaction 

with the Human Serum Albumin (HSA) protein, incorporation, cytotoxicity and 

phototoxicity in HeLa-type tumor cells of two novel derivatives of Protoporphyrin 

IX (PpIX) for application in Photodynamic Therapy (PDT). The modification of the 

structure occurred in the ramifications of PpIX where portions of piperazine or 

morpholine were added in order to promote a synergistic effect, increasing its 

photoactivity and, consequently, its phototoxicity. For this, the derivatives named 

PpIX-Methyl-Piperazine and PpIX-Morpholine were characterized by 

spectroscopic techniques and photophysical studies such as the determination 

of the molar absorptivity coefficient, quantum yield of fluorescence and singlet 

oxygen, as well as possible reactions of photobleaching using LED performing 

the comparison with the precursor molecule PpIX, where it was possible to 

observe that the modifications carried out did not bring great variations in the 

spectroscopic and photophysical characteristics of the new PpIX derivatives. 

Aggregation studies in water/methanol and water/DMSO mixtures were also 

explored, in order to understand the behavior of these molecules in aqueous 

medium, the majority environment of living cells, where it was possible to perceive 

that changes in the ramifications of PpIX brought improvement in solubility of 

PpIX-Methyl-Piperazine and PpIX-Morpholine in aqueous media compared to 

PpIX. The degree of interaction of HSA with porphyrin compounds was also 

studied, since it allows the binding of a wide range of endogenous and exogenous 

compounds and allows the transport of molecules within the human body where 

an interaction was observed only with PpIX- Methyl-Piperazine. Furthermore, a 

study of incorporation, cytotoxicity and phototoxicity in HeLa-type tumor cells was 

performed to evaluate the applicability of these new compounds in PDT, where it 

was possible to observe a larger phototoxicity of both molecules in comparison 

with PpIX, making the new molecules excellent candidates for Photodynamic 

Therapy. 

 

Keywords: Photodynamic Therapy, porphyrins, phototoxicity, tumor cells. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1  Terapia Fotodinâmica (TFD) 

 

A interação da luz com a matéria é a base das reações de 

fotossensibilização, que ocorrem após a absorção de fótons de luz por 

compostos fotossensíveis e transferência desta energia absorvida para 

moléculas vizinhas, transformando a energia originada da luz em energia 

química (FOOTE, 1968). Na natureza a utilização de tais reações de 

fotossensibilização podem ser benéficas e/ou essenciais, como por exemplo o 

processo de fotossíntese nas plantas que utiliza a clorofila como 

fotossensibilizador (FS) que capta a energia luminosa, converte em energia 

química e armazena como carboidratos e outros constituintes dos tecidos 

vegetais (GEROLA, 2013). Mas também podem estar associadas a efeitos 

prejudiciais nos organismos vivos, tais como a perda de homeostase das células 

da camada basal e derme levando ao foto-envelhecimento e câncer de pele 

(BATTIE et al., 2014; ICHIHASHI et al., 2003). 

Há relatos históricos do uso de tratamento com luz desde as civilizações 

antigas gregas e egípcias, nos quais se usavam tais reações de 

fotossensibilização através da ingestão de plantas que continham psoralenos 

seguidas da exposição à luz solar para tratar doenças como o vitiligo. No século 

XX as primeiras experiências foram realizadas visando à aplicação da 

fotossensibilização da eosina no tratamento de tumores em humanos 

(STERNBERG; DOLPHIN; BRLICKNER, 1998). A partir de então, surgiu um 

procedimento denominado Terapia Fotodinâmica (TFD), cujo conceito é 

baseado na ativação de fotossensibilizadores (FS) por energia luminosa na 

presença de oxigênio. O FS, ao absorver a energia de luz é capaz de gerar 

espécies reativas de oxigênio (EROs) que causam assim, danos a biomoléculas 

resultando na morte de células indesejadas, como células tumorais ou de 

microorganismos (UCHOA-FERNANDES, 2007).  

Clinicamente, a TFD ocorre com a administração de um FS ou o seu 

precursor por diferentes vias (tópica, oral, intravascular ou injeção local intra-

tumoral), seguida por um intervalo de tempo que permita a distribuição, 

localização e acúmulo do FS no tumor. Após esse período, a região a ser tratada 
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é exposta a luz em comprimento de onda adequado (ROSSETTI, 2010). Ou seja, 

a TFD pode ser considerada como um tratamento de dupla seletividade, pois 

traz a possibilidade de acúmulo do FS majoritariamente nas células alvo e por 

ser necessária a iluminação direcionada somente ao tecido afetado 

(ANTONANGELO, 2012), e ainda, traz vantagens como modalidade não 

invasiva, alta precisão espaço-temporal e boa controlabilidade (IBANEZ 

SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002). 

Quando uma molécula recebe radiação eletromagnética em comprimento 

de onda em que a molécula absorve, ocorre a absorção de luz que promove a 

molécula para um estado excitado. O retorno subsequente da molécula ao seu 

estado fundamental ocorre por algumas vias: o elétron retorna para o estado 

fundamental liberando energia em forma de calor, pode ser liberado de forma 

luminosa (fluorescência) ou ainda realizar o cruzamento intersistemas, onde 

atinge o estado excitado tripleto e pode ser desativado por fosforescência como 

descrito pelo Diagrama de Jablonski apresentado na Figura 1 (BUK, 2018).  

 

Figura 1 - Diagrama de Jablonski. 

 

Fonte: Adaptado de (TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019). 

 

Na Figura 1, temos os estados eletrônicos 𝑆0, 𝑆1 e 𝑆𝑛 que representam o 

estado fundamental da molécula (𝑆0), o primeiro estado excitado (𝑆1) e os 

estados excitados subsequentes (𝑆𝑛), respectivamente (BUK, 2018) e ainda, 𝑇1 e 
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𝑇𝑛 que são os estados tripletos excitados.  

A transição de 𝑆1 → 𝑇1 ou 𝑇1→ 𝑆0 envolve uma mudança de spin 

eletrônico, tornando um evento pouco provável, assim, o tempo de vida médio 

de um estado 𝑆1 é de aproximadamente 10-8 s e para o estado 𝑇1 varia de 10-4 s 

a vários segundos, ou seja, o FS no estado excitado tripleto pode interagir 

fotoquimicamente com as moléculas de oxigênio ou substratos, gerando EROs 

que oxidam as biomoléculas e danificam o tecido irradiado (ANTONANGELO, 

2012).  

Importante ressaltar que os processos são simultâneos e competitivos 

entre si. Após a excitação eletrônica, podem ocorrer dois mecanismos de reação: 

A. Tipo I – onde ocorre a transferência de elétrons entre o FS no estado 

tripleto excitado e componentes do sistema, gerando íons-radicais 

que reagem com o oxigênio no estado fundamental, gerando EROs; 

B. Tipo II – onde ocorre a transferência de energia do FS no estado 

tripleto para o oxigênio no estado tripleto (fundamental), com a 

geração de oxigênio singleto (1O2), que é altamente citotóxico 

(MACHADO, 1997). 

 

Tabela 1 - Reações que ocorrem durante a ação fotodinâmica. 

Excitação FS + hv 1FS*          3FS* 

Mecanismo Reação Produto 

 3FS* + FS FS-• + FS+• 

 3FS* + S FS-• + S+ 

Tipo I FS-• + O2 FS + O2 -• 

 3FS* + O2 FS+• + O2 -• 

 2O2
-• + 2H+ O2 + H2O2 

Tipo II 3FS* + O2 FS + 1O2 

*S = substrato 

Fonte: Adaptado de (ORMOND; FREEMAN, 2013). 

 

No mecanismo do Tipo I podem ocorrer diferentes reações como descritas 

na Tabela 1. A reação entre o 3FS* e o próprio FS no estado fundamental provoca 

uma fotodegradação que formam os ânions e cátions radicais do FS, FS-• e FS+•, 
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respectivamente. O substrato (S) é uma molécula doadora de elétrons que pode 

reagir com o 3FS* produzindo substrato oxidado (S+) e FS-•. O ânion superóxido 

(O2
-•) pode ser formado em mecanismos do Tipo I por duas maneiras: uma em 

que o ânion radical do FS (FS-•) pode reagir com o oxigênio molecular e outra 

em que ocorre transferência de elétron do 3FS* com o oxigênio. Neste último 

caso, no entanto, ocorre competição com a produção de oxigênio singleto 

(mecanismo do Tipo II). Também pode ocorrer a formação de peróxido de 

hidrogênio (H2O2), através da combinação de duas moléculas de ânion 

superóxido (O2-•) com íons hidrogênio. Já no mecanismo Tipo II (Tabela 1), o FS 

no estado excitado tripleto interage com o oxigênio no estado fundamental (3O2) 

por transferência de energia, gerando o oxigênio singleto (1O2) que é uma 

espécie altamente reativa e citotóxica. Os mecanismos fotoquímicos tipo I e tipo 

II podem ocorrer simultaneamente (BACELLAR et al., 2018; BAPTISTA et al., 

2017)  causando danos em alvos biológicos como membranas, proteínas, DNA, 

mitocôndria e lisossomos, comprometendo a homeostase celular e induzindo a 

morte das células (TSUBONE, 2017; TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019). 

O oxigênio singleto (1O2) é muito mais reativo que o oxigênio molecular, 

devido a configuração do spin favorecendo o ataque de substratos doares de 

pares de elétrons (FOOTE, 1968).  

A importância relativa de um mecanismo em relação ao outro dependerá, 

entre outros fatores, do substrato, da distância entre o FS e o alvo, bem como 

da concentração de oxigênio (TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019). As espécies 

reativas de oxigênio são quimicamente muito ativas e possuem uma ampla gama 

de efeitos em biomoléculas, promovendo danos e destruição de tecidos. EROs 

são moléculas de sinalização chave que desempenham um papel importante na 

progressão de doenças inflamatórias, que em concentrações baixas e 

moderadas, funcionam em processos fisiológicos como regulação do 

crescimento celular, adesão de células a outras células, diferenciação, 

senescência e apoptose, mas que em altas concentrações, produzem 

modificações adversas nos componentes celulares (SANTOS, 2020). 

Geralmente, os principais sítios de reação das espécies reativas de 

oxigênio são moléculas doadoras de elétrons, ou seja, ligações carbono-carbono 

duplas mais alquiladas, aminas, sulfetos, ânions e nucleófilos neutros (DI 

MASCIO et al, 2014). Por isso que tais mecanismos de fotossensibilização (Tipo 
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I e Tipo II) podem causar danos em estruturas e funções de alvos biológicos tais 

como membranas, proteínas e DNA; comprometendo a homeostase das células 

(BACELLAR et al., 2015; TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019).  

 

1.2  Porfirinas como fotossensibilizadores 

 

Além de luz e oxigênio, os fotossensibilizadores são de fato um dos três 

fatores importantes em todo processo da TFD, devido a capacidade de absorver 

luz com um comprimento de onda específico, gerando um estado excitado 

tripleto que leva a formação de EROs. Vários estudos foram realizados nas 

últimas décadas com o objetivo de melhorar a eficácia e seletividade do 

fotossensibilizador. Idealmente, espera-se que um FS tenha a capacidade de se 

acumular preferencialmente no tecido do tumor e ser eliminado rapidamente do 

tecido normal (SANTOS, 2020). 

As porfirinas são metabólitos naturais ou derivados de metabólitos 

naturais, que são intermediários na biossíntese do heme em organismos 

mamíferos (BOHM et al., 2001) por estar presente na hemoglobina, mioglobina, 

peroxidades, citocromos entre outras metaloproteínas (IGLESIAS, 2012). Heme 

é o grupo prostético para várias proteínas, como por exemplo, os citocromos, 

que participam de reações de transferência de elétrons (ANTONANGELO, 

2012). As porfirinas são compostos com muitas funções importantes e são 

amplamente utilizados em biocatálise, medicina e biônica. Muito do entusiasmo 

na pesquisa da porfirina reside em sua síntese modular, alta solubilidade em 

solventes orgânicos, cores características, rigidez, estabilidade térmica e 

afinidade por metalação (MCHIRI et al., 2019). Uma das vantagens 

proeminentes da maioria das porfirinas é que elas têm afinidade especial por 

células, o que lhes permite permanecer seletivamente em células cancerosas, 

proporcionando viabilidade para a pesquisa de drogas antitumorais (ZHANG et 

al., 2020). 

As porfirinas são caracterizadas por uma estrutura macrocíclica da união 

de quatro anéis pirrólicos por meio de pontes metenil (indicadas pelos números 

5,10,15,20) nas posições α (indicadas pelos números 1,4,6,9,11,14,16,19), como 

mostrado na Figura 2. O macrociclo porfirínico é essencialmente plano, onde seu 

centro é um ligante tetradentado que pode coordenar-se a um íon metálico, 



6 

 

podendo levar a uma distorção na planaridade do anel porfirínico, influenciando 

na distorção e consequentemente na estabilidade da porfirina (ANTONANGELO, 

2012).  

A porfirina pode sofrer diversos tipos de reações (substituição eletrofílica, 

substituição nucleofílica, adição radicalar ou nucleofílica, dentre outras), onde os 

carbonos meso-(5,10,15,20) e beta-pirrólicos (2,3,7,8,12,13,17,18) participam 

das reações (IGLESIAS, 2012). 

 

Figura 2 - Estrutura do anel macrociclo básico de porfirinas. 

 

Fonte: Adaptado de (IGLESIAS, 2012). 

 

A hematoporfirina foi isolada da hemoglobina dos glóbulos vermelhos 

através do tratamento com ácido sulfúrico concentrado em 1841 por Schafer 

(SANTOS, 2020) e, trata-se de um derivado da Protoporfirina IX (PpIX) (UCHOA-

FERNANDES, 2007).  

O primeiro fotossensibilizador aprovado pelas autoridades de saúde na 

TFD para tratamento de câncer foi o Photofrin® -Porfímero sódico - (Figura 3), 

que possui constituição indefinida polimérica da Hematoporfirina IX (Hp IX) e foi 

utilizado visando a aplicação em lesões malignas no esôfago, pulmão e bexiga. 

Hoje tem aprovação em mais de 40 países (SANTOS, 2020). 

Os macrociclos de porfirina baseados em hematoporfirina e seus 

derivados apresentam características negativas, pois cada formulação é uma 

mistura de oligômeros, solubilidade muito baixa em solventes polares e dão 

origem a fotossensibilidade prolongada do paciente (GOMES; NEVES; 
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CAVALEIRO, 2018). 

 

Figura 3 - Estrutura do oligômero do Photofrin®. 

 

Fonte: Adaptado de (MYRZAKHMETOV et al., 2021). 

 

A PpIX, por sua vez, é um derivado de porfirina e um FS bastante utilizado 

topicamente ou oralmente em muitas aplicações clínicas (SANTOS, 2020). 

Apresenta como principal vantagem o curto tempo de meia-vida que não duram 

mais de 48h no corpo (CASAS et al., 2001), além de ser um marcador devido 

sua fluorescência. Para que ocorra seu acúmulo celular, porém, costuma-se 

induzir sua produção utilizando a aplicação tópica de precursores, como o ácido 

aminolevulínico (ALA) e aminolevulinato de metila (M-ALA) (PEREZ, 2022). 

A PpIX possui uso prático limitado devido a sua baixa solubilidade em 

ambientes fisiológicos e sua alta tendência à formação de agregados (UCHOA; 

OLIVEIRA; BAPTISTA, 2010) que podem promover alterações nos estados 

eletrônicos e, consequentemente, em suas características como, por exemplo, 

na capacidade de gerar oxigênio singleto, que é uma das espécies responsáveis 

pela morte celular. 

A proposta de aprimoramento para fármacos fotossensíveis parte do 

princípio de utilizar uma substância ou grupo funcional, com uma estrutura 

semelhante ao composto ativo e combinar com vários fragmentos 

farmaceuticamente ativos para produzir um efeito sinérgico (ZHANG et al., 

2020). A inclusão de grupos funcionais com bioatividade em porfirinas tem um 

efeito promissor nas propriedades das porfirinas na TFD (GUO; TONG; LI, 2004).  

Neste contexto, piperazinas (Figura 4) são compostos heterocíclicos 
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amplamente utilizados nos fármacos, especialmente em fármacos 

anticancerígenos e algumas apresentam atividade distinta (GUO; LI; ZHANG, 

2003). 

 

Figura 4- Estrutura da piperazina. 

 

Fonte: A autora (2023). 

 

Liu et al. (2017) traz um estudo sobre um pigmento orgânico produzido 

em massa conhecido com Quinacridona (QA) e alguns derivados que 

apresentaram interação com diferentes formas de DNA e células cancerosas. O 

grupo funcional da classe da piperazina foi adicionado ao pigmento, e o derivado 

obtido N,N’-bis(metilpiperazinilpentil)quinacridona (QAP)  foi submetido à vários 

testes, onde foi observado a geração de EROs em solução e também em células, 

e juntamente a estes resultados, nos experimentos in vivo, sob irradiação com 

laser de 532 nm, inibiu o crescimento tumoral em 30% comparado ao QA (LIU et 

al., 2017).  

Zhang et al. (2020) traz uma revisão sobre o desenvolvimento clínico de 

FSs de porfirina com vários grupos funcionais. Os conjugados porfirina-

piperazina foram comparados com conjugados de porfirina-cisplatina e porfirina-

(5-fluorouracil), onde os conjugados porfirina-piperazina apresentaram maiores 

taxas de inibição em células de hepatoma Bel-7404, células de câncer nasal 

MCG e células de câncer gástrico NHE1 (ZHANG et al., 2020).  

O grupo funcional da classe da morfolina (Figura 5) também apresenta 

contribuição para a atividade anticancerígena contra uma variedade de 

linhagens celulares (AL-GHORBANI et al., 2017). Além disso, os heterociclos 

como a morfolina tem atraído a atenção devido ao seu uso como antimicrobiano, 

anti-inflamatório, terapêutico, entre outros usos e tem sido usado em mais de 

100 medicamentos que apresentam o sistema de anéis de morfolina como uma 
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estrutura de acesso, uma cadeia lateral ou um componente dos sistemas de 

anéis fundidos (YALAZAN et al., 2020).  

 

Figura 5- Estrutura da morfolina. 

 

Fonte: A autora (2023). 

 

O grupo morfolina também apresenta inibição da enzima fosfatidilinositol-

3-cinase (PI3K) (FIOROT et al., 2019) e atua na ativação da cascata de 

sinalização intracelular da proteína cinase Akt específica de serina/treonina 

controlando o crescimento e a proliferação celular (BALISTA, 2010).  

Mchiri, et. al. (2019) relata um comparativo entre três moléculas e atribuiu 

o aumento do rendimento quântico tripleto à adição da morfolina e um metal 

pesado de cádmio a estrutura de uma porfirina, que possivelmente favoreceu a 

taxa de cruzamento intersistemas por meio de acoplamento spin-órbita (MCHIRI 

et al., 2019). 

 

1.3  Propriedades fotofísicas dos FSs. 

 

1.3.1  Espectroscopia eletrônica na região do UV-Vis 

 

A interação da radiação eletromagnética com a matéria é um tema que 

engloba reflexão, onde essas interações radiação-matéria ocorrem em ampla 

faixa do espectro eletromagnético, sendo responsável por muitos fenômenos 

ópticos. Em escala microscópica, as excitações vibracionais e eletrônicas 

ocorrem devido as interações moleculares com a radiação de energia 

equivalente aquela da região entre o infravermelho e o ultravioleta do espectro 

eletromagnético (RAMOS, 2020). 

A maioria das aplicações da espectroscopia de absorção de compostos 

orgânicos é baseada nessas transições eletrônicas pois, a energia necessária 
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nesse processo se situa na região espectral de 200 a 700 nm (ANTONANGELO, 

2012). Quanto maior o comprimento de onda da luz incidente, maior é o seu grau 

de penetração no tecido, promovendo assim maior eficiência no combate ao 

tecido doente, e assim, podendo ser utilizado em tratamento de tumores maiores. 

Por isso, os cromóforos desenvolvidos para uso na TFD precisam apresentar 

absorção na região próxima ao vermelho ou infravermelho próximo (IBANEZ 

SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002).  

A espectroscopia no ultravioleta visível (UV-Vis) utiliza luz na faixa do 

visível e ultravioleta próximo (200 a 700 nm) e a absorção de luz nessa região 

depende da estrutura eletrônica da molécula que provoca transições dos 

elétrons de valência do estado fundamental para os estados excitados 

(ANTONANGELO, 2012).  

Uma das caracterizações de porfirinas é realizada por meio da técnica de 

espectroscopia de absorção no UV-Vis já que os compostos possuem absorção 

nessa faixa de comprimento de onda (ANTONANGELO, 2012). As bandas 

observadas são resultantes das transições eletrônicas 𝜋 → 𝜋∗ no anel porfirínico 

entre dois orbitais HOMO e dois orbitais LUMO (ACUNHA, 2017).  A banda Soret 

na região do azul advém da transição 𝑆0-𝑆2, enquanto a banda Q na região do 

vermelho da transição 𝑆0-𝑆1 (GEROLA, 2013), como pode ser observado na 

Figura 6.  

Porfirinas e seus similares possuem a característica de absorver luz na 

região do visível e a excitação é realizada através da banda Q (IBANEZ 

SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002). 
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Figura 6 - Aspecto geral do espectro de absorção de uma porfirina base livre 
em etanol. 

 

Fonte: Reproduzido de (GEROLA, 2013). 

 

A banda Soret, na região de 400 nm, apresenta uma absortividade molar 

da ordem de 105 L mol-1 cm-1, e as quatro bandas na região do visível, entre 500 

e 700 nm, denominadas bandas Q, apresentam absortividade molar da ordem 

de 103 L mol-1 cm-1 (ANTONANGELO, 2012). 

O espectro de absorção pode apresentar alterações devido a algumas 

condições experimentais como concentração, o solvente utilizado e o pH do meio 

e assim podem influenciar no processo de autoagregação dos compostos. A 

agregação é definida como a aglomeração ou associação de moléculas em 

solução e reduz drasticamente a eficiência fotodinâmica de um 

fotossensibilizador (DA SILVA, 2015), trazendo limitação na capacidade de 

absorver luz (GEROLA, 2013).  

A hidrofobicidade dos compostos está associada a interação e 

incorporação de um fotossensibilizador em membranas biológicas. Entretanto, 

essa propriedade em meio aquoso pode levar ao processo de autoagregação. 

Esses fatores demonstram a importância de uma formulação adequada do 

medicamento que mantenha o composto na forma monomérica (DA SILVA, 

2015).  

As modificações apresentadas nos espectros de absorção de espécies 

agregadas, como os deslocamentos ou a presença de bandas adicionais, são 

explicadas pela Teoria do Exciton (KASHA; RAWLS; ASHRAF EL-BAYOUMI, 

1965). De acordo com essa teoria, o momento dipolar da transição das unidades 
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monoméricas indica as diferenças de energia dos possíveis dímeros e 

consequentemente explica os deslocamentos espectrais.  

Em agregados do tipo J, a transição permitida possui menor energia e, 

portanto, sua banda se forma em comprimentos de onda maiores que a do 

monômero (deslocamento batocrômico) (DA SILVA, 2015) e demostram bandas 

de absorção bem definidas e estreitas, cuja posições são facilmente previstas 

teoricamente ignorando vibrações intramoleculares (ROCHA, 2018). Já em 

agregados do tipo H, a transição permitida possui energia maior e sua banda 

surge em comprimentos de onda menores (deslocamento hipsocrômico) (DA 

SILVA, 2015) apresentando um deslocamento de banda com uma estrutura 

vibracional rica e larga (ROCHA, 2018). Existe ainda um caso especial onde a 

banda do agregado e a do monômero coincidem no espectro. O ângulo 

necessário para que esse fenômeno ocorra é denominado ângulo mágico (54,7°) 

(DA SILVA, 2015). 

 

1.3.2  Rendimento quântico de fluorescência 

 

A luminescência é a emissão de luz de uma substância e ocorre a partir 

de um estado eletronicamente excitado, dependendo da natureza do estado 

excitado é dividido em duas categorias, fluorescência e fosforescência 

(VASCONCELOS, 2019). 

A fluorescência é uma transição radiativa, na qual a molécula excitada 

retorna ao estado fundamental pela emissão de um fóton. Essa transição ocorre 

entre estados de mesma multiplicidade de spin (permitida por spin) e ocorrem na 

escala de tempo de 10−10 – 10−7 s. Normalmente, a emissão de fluorescência 

ocorre do primeiro estado excitado para o estado fundamental (𝑆1→𝑆0), mesmo 

para as moléculas que vão para o segundo estado excitado ao absorver 

radiação. Isso ocorre devido ao processo de conversão interna (𝑆2→𝑆1) antes da 

emissão (GEROLA, 2013).  

A menor energia de emissão (𝑆1→𝑆0, que ocorre a partir do nível 

vibracional de menor energia do estado 𝑆1) em relação à absorção (𝑆0→𝑆1) deve-

se à perda de energia do estado excitado por relaxação vibracional. Essa 

diferença de energia, dependente do meio e, pode ser avaliada pelo 

deslocamento de Stokes dado pela diferença entre os máximos de absorção 
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(𝑆0→𝑆1) e emissão de fluorescência (𝑆1→𝑆0), em número de onda (GEROLA, 

2013).  

A fluorescência é uma ferramenta importante na TFD por ser uma técnica 

empregada para o estudo de parâmetros físico-químicos e também, permite o 

monitoramento e avaliação da produção e consumo do FS (PEREZ, 2022). A 

maioria dos FSs possuem a capacidade de fluorescer, atuando como agentes 

de contraste de imagem e agentes terapêuticos ao mesmo tempo, possibilitando 

a identificação e monitoramento de tumores com precisão durante o tratamento 

(SANTOS, 2020). 

O rendimento quântico de fluorescência experimental é normalmente 

determinado por comparação com um padrão de fluorescência, ou seja, um 

composto de rendimento quântico conhecido (LIMA, 2015). A perda de 

fluorescência de um fluoróforo pela interação com um supressor é denominada 

de supressão de emissão de fluorescência e esse processo requer contato 

molecular entre o fluoróforo e o supressor. Para explicar o processo de 

supressão de emissão de fluorescência, dois mecanismos são tidos como os 

principais, os processos de supressão de emissão dinâmico e estático. O 

mecanismo que descreve essa supressão de fluorescência é descrito pela 

equação de Stern-Volmer (SV) (ROCHA, 2018). 

A determinação dos agregados pode também ser realizada através da 

espectroscopia de fluorescência, e neste caso, a agregação das moléculas 

também trará desvantagens no rendimento quântico de fluorescência uma vez 

que nessas condições os compostos não emitem luz em função da auto-

supressão de energia dos estados excitados e desta forma, os estudos voltados 

à formulação dos fármacos são fundamentais, de modo que os FSs sejam 

mantidos sob a forma monomérica (DA SILVA, 2015). 

 

1.3.3 – Rendimento quântico de oxigênio singleto 

 

Como já mencionado anteriormente, o processo da TFD envolve a 

administração de um FS, seguido por irradiação de luz visível ou no 

infravermelho próximo em um comprimento de onda específico ou faixa de 

comprimento, e sob a ação da radiação utilizada, o FS eletronicamente excitado 

reage com o oxigênio promovendo espécies reativas que promovem danos nas 
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biomoléculas. 

O oxigênio singleto (1O2) é a causa ou o intermediário da toxicidade 

fotoinduzida do O2 em organismos vivos (SANTOS, 2020). Através do diagrama 

de orbital molecular (Figura 7), o oxigênio no estado fundamental apresenta o 

estado fundamental tripleto, onde seu HOMO possui dois elétrons com momento 

de spins paralelos (+½ e +½), ocupando dois orbitais π* de mesma energia, 

chamados de degenerados, constituindo um biradical representado por 3O2, 

portanto, um estado tripleto (multiplicidade igual a 3). Esta configuração 

eletrônica confere ao oxigênio molecular, propriedades paramagnéticas sendo 

estável de maneira incomum no estado tripleto (ROCHA, 2018). 

 

Figura 7 - Distribuição eletrônica nos orbitais moleculares (π*) dos estados 
singleto fundamental e excitado e do estado tripleto fundamental. 

 

Fonte: Adaptado de (ROCHA, 2018). 

 

Existem duas formas de oxigênio singleto, a 1g
+ e a 1g, sendo a primeira 

menos estável, com nível energético maior, e a segunda com energia menor 

conferindo maior estabilidade. Seus níveis energéticos são 37,5 kcal/mol e 

22 kcal/mol mais elevados que o estado fundamental, respectivamente. Em 

condições experimentais normais, o estado menos estável tende a decair 

rapidamente para o estado 1g que apresenta tempo de vida-média alta (2-4 s 

em H2O) (ROCHA, 2018).  

Assim, a forma de oxigênio singleto que apresenta interesse para 

aplicabilidade em sistemas biológicos é a forma 1g, que será denotado por 1O2 

(ROCHA, 2018) por garantir um caráter eletrofílico e permitir a adição mais 

efetiva de substratos nucleofílicos (sítios ricos em elétrons). Essas 

características os tornam espécies mais reativas, interagindo com biomoléculas, 
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oxidando-as e assim, perdendo as funções biológicas (SANTOS, 2020). 

O tempo de meia-vida do 1O2 depende muito do meio onde se encontra, 

como por exemplo, em meio aquoso, sua meia-vida é cerca de 3,5-4,0 μs, pois 

ele se choca com as moléculas de água - H2O - transferindo sua energia, 

desativando-se e retornando à forma de oxigênio tripleto. Já em água deuterada 

- D2O - o tempo é de 68 μs. Porém, em meio orgânico, a meia-vida do oxigênio 

singleto é maior, tendo sua vida útil de até 100 μs e em lipídios de 50–100 μs. O 

tempo de vida diminui drasticamente para 0,2 μs dentro das células, devido à 

alta reatividade com substâncias biológicas (SANTOS, 2020).  

O tempo de vida das espécies reativas de oxigênio gerados tanto via 

mecanismo Tipo I quando via mecanismo Tipo II depende do meio onde se 

encontra, o que implica que tais espécies possuem distância de difusão limitada 

dentro da célula. Portanto, sua alta reatividade e vida curta são fatores limitantes 

para a distribuição de EROs dentro das células. A relação entre o tempo de vida, 

a reatividade de EROs e a distância de difusão para essas espécies em células 

está ilustrada na Figura 8. 

 

Figura 8 - (A) A relação entre o tempo de vida, o nível de reatividade e a 
distância de difusão para EROs comuns nas células. (B) Ilustração das 

dimensões das células, organelas e membranas. 

 

Fonte: Adaptado de (TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019). 

 

O valor estimado do tempo de vida do 1O2 na água é de aproximadamente 

4 μs, o que resulta em uma distância de difusão de ~220 nm, pois ele se choca 

com as moléculas de H2O transferindo sua energia, desativando-se e retornando 

à forma de oxigênio tripleto (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). No citoplasma, 
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o tempo de vida do 1O2 é ainda menor, de 10 - 40 ns o que corresponde a uma 

distância de difusão de 10 – 20 nm (espessura de uma membrana celular) 

(TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019).  

A determinação do rendimento quântico de geração de oxigênio singleto 

(Φ∆), pode ser feita através da oxidação de substratos que apresentam resposta 

à radiação eletromagnética (e.g. absorbância e fluorescência), formando 

produtos não responsivos. Assim, através do monitoramento do consumo destes 

compostos, utilizando técnica espectroscópica de estado estacionário, é possível 

determinar a produção de 1O2 (ROCHA, 2018). 

 

1.4  Fontes de luz 

 

Diferentes fontes de luz diferem-se pelo seu espectro de emissão e o 

processo pelo qual emitem luz. Na irradiação em TFD uma fonte de luz ideal 

pode ser descrita como aquela que por um baixo custo forneça a maior 

quantidade de luz possível no máximo de absorção do FS, sem efeitos térmicos 

significativos (PEREZ, 2022).  

A seleção da fonte de luz depende da localização do tumor, do 

fotossensibilizador e do tempo a ser administrada (SANTOS, 2020). Os fótons 

da radiação aplicada devem ser eficientemente absorvidos pelas moléculas de 

FS, contudo, algumas radiações têm comprimentos de onda cujos fótons são 

absorvidos pelo sangue ou outros pigmentos do corpo, ou são espalhados por 

células ou materiais particulados, fato que diminui a penetração em tecidos 

biológicos (GEROLA, 2013).  

Fótons na região do visível de baixa energia, ou seja, de comprimentos 

de onda maiores (vermelho do espectro eletromagnético) são os mais efetivos 

para essa penetração, enquanto as radiações de comprimentos de onda 

menores apresentam baixas penetrações (GEROLA, 2013). 

As fontes de luz mais utilizadas são lasers, LED e lâmpadas, tendo os 

lasers com o espectro de emissão mais estreito em comparação com outras 

fontes de luz citadas. O feixe considerado altamente monocromático, devido ao 

processo de emissão estimulada de luz, que permite que os fótons de energia 

muito bem determinada sejam emitidos pelo dispositivo laser (PEREZ, 2022). 

Porém, o laser possui um alto custo, o que se torna inconveniente para aplicação 
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como fonte de luz em TFD (ANTONANGELO, 2012).  

Os diodos emissores de luz (LEDs) de cores definidas possuem um 

espectro de emissão mais amplo em relação a lasers, emitindo luz em uma faixa 

de comprimentos de onda (aproximadamente 50 nm de largura) e seguem o 

mesmo mecanismo básico de produção da luz pelos lasers.  

Os LEDs são dispositivos bastante utilizados principalmente em tumores 

superficiais, mas que podem ser adaptados para aplicação endoscópica e 

intersticial (SANTOS, 2020), e também podem ser indicados e usados em casos 

de tratamento em regiões extensas, pois há a vantagem do custo reduzido 

(PEREZ, 2022), já que podem ser acoplados em série, aumentando sua 

superfície de contato (ANTONANGELO, 2012). 

 

1.5  Interação do FS com HSA 

 

Levando em consideração a importância da ação do FS próximo ao alvo 

que se deseja causar danos, o estudo da interação entre FS e biomoléculas pode 

fornecer informações importantes sobre a farmacocinética dos compostos, bem 

como sua fototoxicidade, fornecendo informações fundamentais para o 

desenvolvimento racional de novos FS  (PEREIRA-LEITE; NUNES; REIS, 2013).  

Sendo biomoléculas de maior diversidade estrutural e funcional nos seres 

vivos, as proteínas são frequentemente alvos de estudos. Entre estas, 

destacamos a albumina, devido ao importante papel que desempenha no 

transporte de ácidos graxos, metabólitos e de uma grande variedade de drogas 

(VASCONCELOS, 2019).  

O grau de ligação das porfirinas às proteínas séricas pode afetar a 

biodistribuição e a farmacocinética do FS e, por consequentemente ter forte 

influência na localização intracelular final (MALATESTI; MUNITIC; JURAK, 

2017), desempenhando um papel importante na determinação da dosagem 

terapêutica dos fármacos (SUN et al., 2015).  

As albuminas séricas têm sido uma das proteínas mais estudadas por 

muitos anos. São as proteínas mais abundantes no plasma sanguíneo, 

correspondendo a cerca de 60% da proteína total e fornecendo cerca de 80% da 

pressão osmótica do sangue (SUN et al., 2015). Devido a essa abundância, o 

transporte de FS até as células é feito por proteínas presentes no plasma, onde 
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após a administração do FS na corrente sanguínea, ele irá se associar com 

proteínas, incluindo as lipoproteínas de baixa densidade (LDL) e albumina. A 

relação entre o carater hidrofílico e hidrofóbico do FS influencia no seu transporte 

e localização nas células (ANTONANGELO, 2012).  

Por isso, neste trabalho utilizamos a HSA (do inglês, Human Serum 

Albumin) como modelo de proteína para se avaliar a interação dos FS derivados 

de PpIX com uma biomolécula. O intuito é compreender qual a relação entre 

estrutura química do FS e a fotoatividade em proteína, e comparar com a 

incorporação e fototoxicidade em células tumorais (HeLa). 

A HSA é constituída por cadeias polipeptídicas compostas por 585 

aminoácidos, sendo 17 grupos de tirosina, um resíduo de triptofano (Trp214) e um 

resíduo de cisteína livre, além de 17 ligações de dissulfeto formadas por 34 

resíduos de cisteína que auxiliam a manter a estrutura terciária, 6 grupos de 

metionina e 59 grupos de lisina (MENEZES, 2019; VASCONCELOS, 2019). Sua 

estrutura é dividida em três domínios homólogos (I, II e III) e cada domínio 

contém dois subdomínios A e B. No subgrupo IIA está localizado o resíduo de 

Trp214 (MENEZES, 2019).  

 

Figura 9 - Representação da estrutura proteica da Albumina do Soro Humano 
em laranja e do resíduo de aminoácido Trp214 em verde no subdomínio IIA. 

 

Fonte: Reproduzido de (MENEZES, 2019). 

 

Menezes (2019) reforça que os parâmetros termodinâmicos, como 

variação de entropia (ΔS) e variação de entalpia (ΔH) com diferentes tipos de 

forças intermoleculares vão reger a inserção de moléculas na estrutura das 
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proteínas e a interação proteína-complexo pode ser regida por interações 

hidrofóbicas (no caso de ΔS ˃ 0 e ΔH ˃ 0), ligações de hidrogênio ou van der 

Waals (se Δ < 0 e Δ < 0) ou atrações eletrostáticas (se ΔS < 0 e ΔH ˃ 0). 

Depois do FS ser carreado pela corrente sanguínea com auxílio de 

biomoléculas como a proteína albumina, o FS terá de ser incorporado nas 

células. Por isso, as interações FS-membrana são inevitáveis, uma vez que a 

maioria das moléculas precisa de atravessar ou se ligar a membranas lipídicas 

para exercer sua atividade terapêutica (ANDRADE et al., 2021).  

O HSA apresenta fluorescência intrínseca devido à presença do resíduo 

de aminoácido Trp214, fenilalanina e tirosina (𝜆𝑒𝑥𝑐= 280 nm e 𝜆𝑒𝑚= 350 – 500 nm). 

A supressão de fluorescência é uma ferramenta muito importante que 

permite obter informações sobre processos bioquímicos envolvendo moléculas, 

macromoléculas e agregados supramoleculares. O quenching ou supressão de 

fluorescência é a redução da intensidade de fluorescência, que pode resultar de 

vários processos, supressão colisional ou dinâmica, supressão estática, 

transferência de energia, transferência de elétrons, etc (VASCONCELOS, 2019). 

Através da supressão da fluorescência do resíduo Trp214, é possível 

avaliar as interações e obter informações dos seus possíveis sítios de ligação 

utilizando as equações de Stern-Volmer (MENEZES, 2019). O triptofano é o 

aminoácido mais reativo que desativando o 1O2, causa danos e potencial 

destruição para membranas celulares e desativação enzimática, levando á morte 

celular (ANTONANGELO, 2012). 

Fatores como a natureza química dos grupos laterais dos FS, agregação 

e distribuição de carga desempenham um papel importante para a interação da 

HSA com os FSs (ANTONANGELO, 2012).  

 

1.6 Toxicidade dos derivados de PpIX em células tumorais. 

 

Células doentes, com um distúrbio genético, passam a se reproduzir mais 

rapidamente do que as células normais levando à formação do tumor que é o 

crescimento anormal de tecidos, podendo este ser benigno ou maligno (IBANEZ 

SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002).  

A avaliação das interações de fármacos-membranas tem sido facilitada 

por sua simulação in vitro usando sistemas miméticos de membrana e/ou 
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culturas de células e uma ampla gama de técnicas experimentais. A simulação 

em condições in vitro são as mais próximas possíveis daquelas encontradas 

pelos FSs ao longo da sua via in vivo, sendo importante, levar em consideração 

a preparação experimental dos estudos realizados (PEREIRA-LEITE; NUNES; 

REIS, 2013).  

Gomes et. al. (2018) relata que iniciaram um programa de síntese e 

avaliação biológica de dímeros Dim 1-4 de porfirinas ligados a uma ligação 

amida. Nestes estudos, o comportamento farmacocinético de todos os dímeros 

foi examinado in vivo usando camundongos Balb/c portadores de fibrossarcomas 

MS-2 onde em todos os casos, a máxima eficiência e seletividade do acúmulo 

de FS em cada tecido tumoral ocorreu 24 h após a administração da droga 

(GOMES; NEVES; CAVALEIRO, 2018). 

Zhang, et. al. (2020) relata resultados do uso de derivados de porfirina-

cisplatina que apresentou notável fototoxicidade, com um valor menor de IC50 

(Cólon 26: 0,12 µM; Sarcoma 180: 0,08 µM) sob 90 J/cm² de dose de luz em 

427 nm (ZHANG et al., 2020).  

Rose et. al. (2021) traz um estudo com porfirinas contendo sais de 

imidazólio e complexos NHC-ouro(I), onde 2 compostos induziram morte celular 

sob irradiação a laser em 450 e 545 nm. O composto nomeado 6 demonstrou 

maior eficiência a 0,5 µM com ~86% de morte celular em células humanas de 

câncer de mama (MCF-7) em 545 nm sob 19,5 J/cm² de dose de luz (ROSE et 

al., 2021). 

 

1.7 Encapsulamento dos derivados de PpIX. 

 

Solubilidade é uma propriedade físico-química, definida pela composição 

exata de uma solução saturada de um soluto em um determinado solvente, 

temperatura, pressão e pH, que está fortemente atrelada aos fenômenos de 

adsorção, miscibilidade, condutância, viscosidade, entre outros (PITTOL, 2016). 

Consequentemente, é de fundamental importância para a concepção de 

medicamentos, sobretudo daqueles preparados a base de fármacos pouco ou 

escassamente solúveis. Estima-se que, aproximadamente, 40% dos 

medicamentos comercializados e 80% das substâncias em processo de 

desenvolvimento correspondam a moléculas com limitada solubilidade aquosa 
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(PITTOL, 2016). 

Fármacos com solubilidade limitada em meio aquoso, frequentemente, 

representam desafios para a indústria farmacêutica, uma vez que essa 

característica é reiteradamente o principal fator limitante da dissolução e 

absorção desses, levando a uma biodisponibilidade inadequada (PITTOL, 2016). 

A grande hidrofobicidade de FSs leva ao fenômeno de autoagregação em 

meio aquoso. O estado de agregação de moléculas fotoativas é prejudicial na 

eficácia fotodinâmica do fármaco in vivo pelo decréscimo de biodisponibilidade 

e limitação da capacidade de absorver luz. Além do que as formas monoméricas 

de fármacos são apreciavelmente mais fotoativas e capazes de gerar oxigênio 

singleto em relação à eficiência baixa observada para as moléculas empilhadas 

face a face (autoagregados do tipo H) (GEROLA, 2013). 

Uma alternativa em busca da estabilização dessas moléculas no estado 

monomérico são os sistemas nanoestruturados coloidais, onde a indústria 

farmacêutica tem utilizado as micelas poliméricas e os lipossomos para maior 

solubilização e prevenção da autoagregação (GEROLA, 2013).  

Os nanoestruturados precisam cumprir critérios de biocompatibilidade, 

estabilidade e seletividade, para garantir uma entrega eficiente dos 

fotossensibilizadores usados nas aplicações voltadas à TFD, onde a entrega 

específica do FS ao tecido alvo é um dos principais objetivos da nanotecnologia 

no campo biomédico e pode trazer vantagens em alguns aspectos, como o 

direcionamento específico para a região desejada, aumento da sua 

biodisponibilidade, conferir anfifilicidade à substância, o que permite o transporte 

por meio da corrente sanguínea e nos tecidos (SANTOS, 2020). 

O drug delivery é um sistema de liberação que utiliza as micelas 

poliméricas do tipo Pluronics® (ou poloxâmeros), constituído de monômeros 

hidrofílicos (EO – óxido de etileno) e hidrofóbicos (PO – óxido de propileno) 

(GEROLA, 2013). 

As micelas poliméricas de Pluronics constituídas por copolímeros em três 

blocos possuem grupos PO na parte interna mais hidrofóbica (core) e EO nas 

extremidades mais hidrofílicas (corona) (Figura 10). Essas micelas possuem 

ampla aplicabilidade na solubilização de moléculas lipofílicas ligadas 

covalentemente ao bloco hidrofóbico das micelas formadas, ou os substratos são 

mantidos na micela por interações hidrofóbicas e de van der Waals (GEROLA, 
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2013).  

O balanço de hidrofobicidade das micelas poliméricas é controlado pela 

combinação da quantidade de monômeros hidrofílicos (EO) e hidrofóbicos (PO), 

resultando em grande versatilidade desses compostos devido ao número de 

copolímeros comercialmente disponíveis para usos distintos em diferentes 

áreas, que incluem a solubilização de fármacos e a liberação controlada 

(GEROLA, 2013). 

 

Figura 10 - Representação esquemática de uma micela esférica de copolímero 
em bloco (Pluronic®). 

 

Fonte: Reproduzido de(GEROLA, 2013). 

 

A micelização é governada por duas forças opostas de atração e repulsão. 

As forças hidrofóbicas favorecem a expulsão das cadeias hidrofóbicas do 

ambiente aquoso, com a formação de uma região interna hidrofóbica que 

constitui o core da micela, enquanto os grupos polares voltam-se para o meio 

aquoso a partir do core e formam a corona. A força de repulsão entre as cadeias 

hidrofílicas limita a autoassociação dos copolímeros para agregados 

relativamente pequenos. Assim, a principal força dirigente para micelização em 

ambiente aquoso é a interação efetiva entre as partes hidrofóbicas das 

moléculas de surfactantes, enquanto as interações repulsivas são as forças 

opostas a micelização (GEROLA, 2013).  

Por exemplo, o aumento da porção hidrofóbica favorece a micelização 

pelo aumento das interações hidrofóbicas e diminui a concentração micelar 

crítica (CMC). Por outro lado, o aumento de grupos polares em surfactantes não-

iônicos aumenta a repulsão osmótica entre as cadeias polares vizinhas e tende 

a distribuí-las nos agregados micelares, resultando em micelas menores e mais 
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esféricas. Assim, as forças que dirigem a micelização envolve um balanço 

delicado entre essas forças atrativas e repulsivas, e são afetadas por fatores 

como tamanho da região hidrofóbica, natureza do grupo polar, co-solutos 

(compostos hidrofóbicos – favorecem a micelização, sal, álcool, etc.), pH e 

temperatura (GEROLA, 2013). 

O poloxâmero 407 (P407) vem sendo amplamente estudado como 

solubilizante, sendo reconhecido por agências reguladoras, como o FDA (Food 

and Drug Administration), e utilizado na formulação de formas farmacêuticas de 

uso oral, tópico e oftálmico (PITTOL, 2016). 

A carboximetilcelulose sódica (CMC) é um polímero biodegradável, 

renovável de origem vegetal e atóxico, derivado da celulose, um dos polímeros 

mais abundantes, onde o substituinte hidroxila - OH - é substituído por um grupo 

carboximetil - OCH2COOH (KEMPER, 2022), tem aspecto de pó branco 

finamente dividido, possui hidrofilicidade, material não tóxico, boa capacidade de 

formação de filmes e possui características aniônicas, isto é, possui uma 

densidade de carga negativa em sua estrutura podendo ser atraída fortemente 

por uma substância positiva (um cátion, por exemplo) (BARBOSA, 2015).  

Nesse sentido, a CMC é um derivado hidrossolúvel que industrialmente é 

obtido a partir da reação em suspensão (“slurry process”) de celulose, hidróxido 

de sódio e ácido monocloroacético (BARBOSA, 2015). A CMC ainda é um 

desafio, pois possui estrutura muito rígida, impedindo a formação de cadeias 

emaranhadas, por isso, para aplicação na formação de fibras eletrofiadas, 

geralmente é utilizado outro polímero junto a CMC, garantindo a formação de 

emaranhados e acentuando as propriedades físico-químicas através da 

formação de blendas poliméricas (KEMPER, 2022). 

As blendas poliméricas são sistemas em misturas, compostos por dois ou 

mais polímeros e são consideradas um método alternativo na obtenção de novos 

materiais poliméricos, com diversos custos-benefícios, como, a combinação de 

diferentes propriedades físicas, químicas, mecânicas e térmicas, além da 

facilidade e o custo de obtenção de uma blenda ser muito vantajoso em relação 

ao desenvolvimento de um novo polímero, sendo possível reutilizar outros 

materiais e ser capaz de ajustar a sua composição de acordo com as 

necessidades (KEMPER, 2022).  

Blendas poliméricas têm sido consideradas interessantes estratégias para 
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produção de sistemas carreadores de fármacos, pois é possível combinar as 

propriedades dos polímeros individuais e assim obter características 

melhoradas/diferenciadas. Nos últimos anos, diversos trabalhos têm sido 

publicados utilizando blendas poliméricas para produção de nano e 

micropartículas para liberação sustentada de diferentes fármacos (SANTOS et 

al., 2015a).  

O método para produção de blendas são fusão e evaporação do solvente, 

onde as interações entre as cadeias poliméricas dos polímeros na blenda 

ocorrem através de forças não covalentes como dipolo-dipolo, ligações de 

hidrogênio e complexo de transferência de cargas para homopolímeros (DA 

SILVA, 2016). 

Li (2014) relata o estudo do composto hexadecafluoro zinco ftalocianina, 

que foi formulado em nanopartículas de PLA revestidas com PEG pela técnica 

de salting out com uma carga de droga de 0,61%. Conforme testado em 

camundongos com tumor EMT-6 em uma dose de 5 µmol/kg, as nanopartículas 

carregadas com FS causaram regressão do tumor em 100% dos camundongos 

em comparação com apenas 60% com a emulsão Cremophor EL. Os resultados 

indicaram que a formulação na nanopartícula biodegradável melhorou a resposta 

TFD do tumor em comparação com a emulsão Cremophor EL convencional, ao 

mesmo tempo em que fornece sensibilidade prolongada do tumor à TFD(LI; 

HUH, 2014). 

Li et. al. (2007) relataram uma formulação de micela de PEG b-poli 

(caprolactona) (PEG-PCL) incorporada com PpIX. As micelas têm uma alta 

eficiência de carregamento de PpIX de 82,4% e uma distribuição de tamanho 

estreita com um diâmetro médio de 52 nm. Em comparação com o fármaco livre, 

a formulação de PpIX em micelas aumentou o acúmulo intracelular total do 

agente e, assim, aumentou acentuadamente a fototoxicidade de PpIX. Portanto, 

a formulação de PpIX em micelas de copolímero em bloco pode permitir que a 

eficiência desejada da TFD seja alcançada com uma dose reduzida de fármaco 

e/ ou luz (LI et al., 2007). 

 

2  Objetivos 
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2.1 Objetivo geral 

 

Estudar as propriedades de dois novos fotossensibilizadores derivados da 

PpIX (Figura 11), correlacionando a estrutura química dos FS com sua 

capacidade de interagir com uma proteína, de incorporarem em células tumorais 

e, consequentemente de serem fototóxicas. 

 

Figura 11 - (A) Estrutura da PpIX comercial; (B) Estrutura da PpIX-Metil-
Piperazina e (C) Estrutura da PpIX-Morfolina. 
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Fonte: A autora (2023). 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

• Funcionalizar PpIX com fragmentos da classe de piperazina e 

morfolina, 

• Analisar as propriedades fotofísicas das moléculas (ε, ϕf, ϕΔ), 

• Avaliar fotoestabilidade dos FSs, 

• Estudar efeito de auto-agregação dos compostos em meio aquoso, 

• Investigar como essas diferentes estruturas químicas dos FS interagem 

com proteína (HSA), 

• Avaliar a taxa de incorporação dos FS e fototoxicidade dos compostos 

em células tumorais (HeLa), 

• Avaliar a fototoxicidade do FS-polímero em células tumorais (HeLa). 
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3 Materiais e métodos 

 

3.1   Síntese dos derivados da PpIX 

 

A síntese dos derivados da PpIX ocorreu no Laboratório de Síntese de 

Candidatos a Fármacos (LasFar) pela Mestre Ana Clara Cassiano e Doutorando 

Thibault Joseph William Jacques Dit Lapierre, sob orientação do Prof. Dr. Celso 

de Oliveira Rezende Júnior. 

Para a síntese da Protoporfirina IX–Metil-Piperazina (PpIX-Metil-

Piperazina) foram adicionados em um balão volumétrico 52 mg (0,09 mmol) de 

PpIX em 1 mL de Dimeltilformamida (DMF), e após solubilização, 53 mg (0,28 

mmol) de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), 12 mg (0,09 mmol) 

de Hidroxibenzotriazol (HOBt) e 28 mg (0,28 mmol) de N-metilpiperazina foram 

adicionados à temperatura ambiente. A solução permaneceu sob agitação e em 

ambiente protegido por 95 horas, e a reação foi acompanhada por Cromatografia 

em Camada Delgada (CCD) (eluente: 4 Diclorometano (DCM): 1 Metanol 

(MeOH)). Após o término, foi adicionado água destilada (5 mL) e foi extraída com 

DCM (2 x 10 mL). A fase orgânica foi secada com sulfato de sódio anidro, filtrada 

e evaporada sob pressão reduzida. O material gerado foi secado em uma bomba 

de alto vácuo por 12h, gerando o produto sólido de cor violeta e em 93% de 

rendimento. 

Para obtenção da Protoporfirina IX-Morfolina (PpIX-Morfolina) em uma 

mistura reacional contendo 50 mg (0,089 mmol) de PpIX, 68 mg (0,36 mmol) de 

EDC e 1 mg (10 mol) de HOBt em 1,5 mL de DMF, foi adicionado 38 mg (0,27 

mmol) de N – (3-aminopropil) morfolina sob agitação constante por 89 horas com 

acompanhamento por CCD à temperatura ambiente. Em seguida, foi tratada com 

água destilada e extraída por 5 vezes com DCM. A fase orgânica foi seca com 

sulfato de sódio anidro, filtrada e concentrada sob pressão reduzida. O resíduo 

foi submetido à purificação por coluna cromatográfica flash utilizando uma 

mistura de 90% diclorometano e 10% metanol, gerando o composto esperado 

em 39% de rendimento. 

 

3.2  Caracterização dos derivados da PpIX 
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3.2.1      Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

Os espectros de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN de 

1H) e de carbono 13 (RMN de 13C) foram obtidos no aparelho Bruker Ascend 400 

(400 MHz para RMN de 1H e 101 MHz para RMN de 13C) do Laboratório de 

Multiusuários do Instituto de Química da UFU - Campus Santa Mônica. Os 

deslocamentos químicos (δ) foram expressos em partes por milhão (ppm) tendo 

como referência interna, resíduos de solvente não deuterado: clorofórmio (7,25 

ppm para RMN de 1H; 77,0 ppm para RMN de 13C). Os valores das constantes 

de acoplamento foram medidos diretamente nos espectros de RMN de 1H 

utilizando o programa MestReNova. 

PpIX-Metil-Piperazina: RMN de  1H (400 MHz, CDCl3) δ 10.21 (s), 10.15 

(s), 10.06 (s, 1H), 10.02 (s), 8.28 (dd, J = 17.8, 11.5 Hz, 2H), 6.38 (ddd, J = 17.8, 

3.2, 1.6 Hz, 2H), 6.20 (dt, J = 11.5, 1.8 Hz, 2H), 4.42 (t, J = 7.5 Hz, 4H), 3.71 (s, 

3H), 3.71 (s, 3H), 3.60-3.64 (m, 10H), 3.27 (td, J = 7.7, 2.3 Hz, 4H), 3.15 – 3.09 

(m, 4H), 2.09 (dd, J = 9.8, 4.8 Hz, 4H), 1.78 (s, 3H), 1.76 (s, 3H), 1.63 (dd, J = 

9.9, 4.9 Hz, 4H). RMN de 13C (101 MHz, CDCl3) δ 171.11, 139.22, 136.77, 

130.42, 120.90, 98.07, 97.43, 97.10, 96.22, 54.49, 45.60, 45.49, 41.68, 35.79, 

22.49, 12.81, 12.78, 11.85, 11.82. 

PpIX-Morfolina: RMN de  1H (400 MHz, CDCl3) δ 9.98 (s, 1H), 9.94 (s, 1H), 

9.90 (s, 1H), 9.80 (s, 1H), 8.24-8.14 (m, 2H), 7.43-7.39 (m, 2H), 6.34 (dd, J = 

17.9, 4.7 Hz, 2H), 6.18 (dd, J = 11.2, 3.4 Hz, 2H), 4.32-4.29 (m, 4H), 3.62 – 3.52 

(m, 16H), 3.04 – 3.00 (m, 16H), 2.43 – 2.28 (m, 4H), 1.28-1.23 (m, 4H), 1.07 – 

1.03 (m, 4H). RMN de 13C (101 MHz, CDCl3) δ 173.01, 130.39, 127.58, 125.69, 

120.94, 97.79, 97.17, 96.93, 96.83, 66.32, 56.29, 52.79, 40.30, 38.52, 24.77, 

23.43, 12.79, 12.77, 11.71, 11.67. 

 

3.2.2      Espectrometria de Massas de Alta Resolução (HRMS) 

 

Os espectros de massa para a PpIX-Metil-Piperazina foram realizados em 

um sistema de cromatográfica líquida de ultra desempenho (UHPLC) acoplado 

a um espectrômetro de massas de alta resolução (QqTOF) Impact II (Bruker 

Daltonics Corporation, Alemanha) equipado com uma fonte de ionização do tipo 

electrospray, operado em modo positivo 1 Hz (MS) na faixa de massas de m/z 
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50 – 1000. As análises foram realizadas com voltagem do capilar de 3.0kV; 

temperatura da fonte 180°C; e fluxo do gás de dessolvatação em L min-1.  

PpIX-Metil-Piperazina: EM/IES [M + H]+ calculado para C44H55N8O2
+: 

727,4443. Encontrado: 727,4409. Erro 4,67 ppm. 

Já os espectros de massa para a PpIX–Morfolina foram obtidos em 

colaboração com o Professor Dr. Thiago Teixeira de Tasso pelo método MALDI-

TOF/TOF, Autoflex III Smartbeam – Bruker localizado no Departamento de 

Química da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG.  

PpIX-Morfolina: EM/MALDI [M + H]+ calculado para C48H63N8O4
+: 

815,4967. Encontrado: 815,4972. Erro -0,61 ppm. 

 

3.2.3     Espectroscopia de absorção UV-Visível 

 

Os espectros de absorção molecular na região do UV-Vis foram obtidos 

em um espectrofotômetro portátil - Oceanoptics (Figura 12) localizado no 

Laboratório do grupo de Instrumentação e Separação Analítica (Grisa) do 

Instituto de Química da UFU, Campus Santa Mônica, um espectrofotômetro UV-

Vis, da marca Shimadzu UV-2501 PC, disponível no Laboratório de Síntese de 

Candidatos a Fármacos (LasFar) do Instituto de Química da UFU, Campus Santa 

Mônica e um espectrofotômetro UV-Vis-NIR Cary Series, da marca Agilent 

Tecnologies® do Laboratório Multiusuário do Instituto de Química da UFU, 

Campus Pontal. Na leitura dos ensaios foram utilizados cubetas de quartzo no 

formato retangular com caminho óptico de 1,0 cm. 

 

Figura 12 - Espectrofotômetro portátil - Oceanoptics. 

 

Fonte: A autora (2022). 
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Para determinação do coeficiente de absortividade molar das porfirinas, 

foram pesados 1 mg dos compostos sintetizados em balão volumétrico de 25 mL 

e foram solubilizados em metanol. A partir da solução estoque, foram realizadas 

diluições. As absortividades molares das moléculas em metanol foram 

determinadas a partir da Lei de Lambert-Beer como descrito na Equação 1 

 

A = εbc 

 

Onde, 

A = absorbância, 

ε = coeficiente de absortividade molar (L mol-1 cm-1), 

c= concentração da solução (mol L-1), 

b = caminho óptico (cm). 

 

3.2.4    Espectroscopia de emissão e rendimento quântico de fluorescência 

 

Os espectros de fluorescência foram obtidos em um espectrofotômetro da 

Marca Agilent Tecnologies®, modelo Cary Eclipse, localizado no Laboratório 

Multiusuário do Instituto de Química da UFU, Campus Pontal com a colaboração 

da Mestre Mayara Martins e da professora Dra. Renata Galvão. Na leitura dos 

ensaios foram utilizados cubetas de quartzo no formato retangular com caminho 

óptico de 1,0 cm. 

Para determinar a relação entre o número de fótons emitidos pelo número 

de fótons absorvidos utilizou-se o método de Fery-Forgues e Lavabre (1999) 

(BUK, 2018), onde relaciona o ϕF de um composto descrito na literatura junto 

com o da amostra. Foram preparadas soluções diluídas utilizando como padrão 

descrito na literatura a PpIX que possui ϕF de 0,07 solubilizada em metanol 

(MYRZAKHMETOV et al., 2021).  

As amostras apresentavam absorbância no máximo em 0,3 em 

λ = 403 nm, para evitar o efeito de filtro interno nas medidas de fluorescência 

(LAKOWICZ, 2006). O comprimento de onda de excitação utilizado foi de 408 nm 

e emissão entre 420 - 550 nm com fendas de excitação de 5 nm e fenda de 

emissão de 10 nm. 

(1) 
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Para calcular a integral da área de emissão de fluorescência foi utilizado 

a Equação 2 a seguir: 

 

ϕF =
𝐹𝑎  𝑥 𝐴𝑝 𝑥 ɳ𝑎

2

𝐹𝑝 𝑥 𝐴𝑎 𝑥 ɳ𝑝
2

 ϕ 𝐹𝑝 

 

Onde, 

F= Integral da área de emissão de fluorescência;  

A= Absorbância no comprimento de onda de excitação;  

η= Índice de refração do solvente utilizado;  

ϕF = rendimento quântico de fluorescência do padrão;  

p e a = padrão e amostra, respetivamente.  

 

3.2.5     Avaliação da fotoestabilidade dos derivados da PpIX 

 

O fotobranqueamento ou fotoestabilidade das porfirinas foram estudadas 

em soluções metanólicas, com iluminação contínua utilizando-se LED verde 

(λmáx = 522 nm ± 10 nm) como fonte de luz (Figura 13), à temperatura ambiente 

em intervalos de 4 e 8 minutos durante 100 minutos e foi realizado o 

monitoramento da absorbância na região do UV-Vis em um espectrofotômetro 

localizado no Laboratório Grisa do Instituto de Química da UFU, Campus Santa 

Mônica. 

 

Figura 13 - LED verde utilizado como sistema de irradiação. 

 
Fonte: A autora (2022). 

(2) 
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O espectro de emissão do LED verde (Figura 14) utilizado para irradiação 

das porfirinas, sobreposto ao espectro de absorção das porfirinas, mostra que 

ao utilizar este sistema de irradiação tem-se fótons absorvidos na região entre 

490 nm e 575 nm pela porfirina. 

 

Figura 14 - Sobreposição dos espectros de absorção do derivado de PpIX e 
emissão do LED verde. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

3.2.6   Determinação do rendimento quântico de oxigênio singleto 1O2 (ϕ∆) 

 

O rendimento quântico de oxigênio singleto pode ser determinado pelo 

método indireto, onde é realizado o monitoramento da oxidação de substratos 

específicos que reagem com o oxigênio singleto, ou seja, o método indireto 

observa a cinética de degradação do substrato junto de um padrão conhecido e 

tabelado e compara-se com a cinética de degradação do mesmo substrato com 

a amostra realizando leitura de UV-Vis ou emissão de fluorescência (BUK, 2018).  

O 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) é um excelente substrato para 1O2, 

sendo assim, a formação de oxigênio singleto pela excitação das porfirinas com 

luz e transferência de energia para o oxigênio molecular foi quantificada pelo 

método indireto, utilizando DPBF (CARLONI et al., 1993).  

A base da detecção de 1O2 por DPBF consiste na reação irreversível que 

ocorre entre ambos (1O2 e DPBF), que forma um endoperóxido por meio de uma 

cicloadição [4 + 2] e se decompõe em 1,2-dibenzoilbenzeno (DBB) (Figura 15), 
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resultando na diminuição da absorbância DPBF em 410 nm (ENTRADAS; 

WALDRON; VOLK, 2020).  

 

Figura 15 - Reação do 1O2 com o DPBF. 

 

Fonte: Reproduzido de (ENTRADAS; WALDRON; VOLK, 2020) 

 

O corante Rosa de Bengala (RB) foi utilizado como padrão, já que 

apresenta ϕ∆ (RB) = 0,76 em metanol (DEROSA; CRUTCHLEY, 2002) sob 

irradiação em comprimento de onda entre 500 – 580 nm (ENTRADAS; 

WALDRON; VOLK, 2020).  

O DPBF foi dissolvido em metanol e mantido sob refrigeração. As 

amostras de porfirinas e do padrão (RB) foram solubilizadas em metanol e foi 

acrescentado a sonda de DPBF com irradiação do LED Verde 

(λmáx = 522 nm ± 10 nm), potência 0.002266 W, à 5,2 cm da amostra, sob 

agitação magnética constante. 

As leituras de fluorescência foram realizadas com soluções diluídas, para 

se evitar o efeito do filtro interno. De tal modo que o DPBF apresentou 

intensidade de absorbância de 0,3 no λexc = 410 nm, a absorbância das porfirinas 

foi de 0,05 no λexc = 530 nm, enquanto a absorbância do RB (padrão) também 

foi de 0,05 no λexc = 530 nm. As fendas de excitação e emissão utilizadas foram 

de 10 nm e 20 nm, respectivamente. Os espectros de emissão de fluorescência 

foram registrados no espectrofluorímetro, Marca Agilent Tecnologies®, Modelo 

Cary Eclipse localizado no Laboratório Multiusuário do Instituto de Química da 

UFU, Campus Pontal. 

A constante cinética de fotodegradação do DPBF (K) foi determinada 

aplicando a equação de primeira ordem (Equação 3) (Rocha, 2018):  

 

𝐾𝑡 = 𝑙𝑛 (
𝐴0

𝐴𝑡
) (3) 
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Onde,  

K: constante de velocidade de fotodecomposição do DPBF, 

t: tempo de decaimento emissão DPBF em 410 nm 

A0: emissão comprimento de onda máximo de DPBF (410 nm) no tempo 

zero 

At: emissão comprimento de onda máximo de DPBF (550 nm) no intervalo 

de tempo (t) irradiado 

Para determinar o rendimento de oxigênio singleto utilizou a equação 4 

(OGUNSIPE; CHEN; NYOKONG, 2004; SINDELO et al., 2019: 

 

ϕ∆ =  ϕ∆
padrão 𝐾

𝐾𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜
 
𝐼𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜

𝐼
 

 

Onde, 

ϕ∆
𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜

: rendimento quântico de oxigênio singleto do padrão, neste caso 

RB, i.e. ϕ∆
𝑅𝐵= 0,76 (DEROSA; CRUTCHLEY, 2002). 

ϕ∆: rendimento quântico de oxigênio singleto da amostra (PpIX-Metil-

Piperazina ou PpIX-Morfolina) 

K: constante de velocidade de fotodegradação do DPBF em presença da 

amostra (PpIX-Metil-Piperazina ou PpIX-Morfolina) sob irradiação 

(λmáx = 522 nm ± 10 nm) 

Kpadrão: constante de velocidade de fotodegradação do DPBF em presença 

do padrão (RB) sob irradiação (λmáx = 522 nm ± 10 nm) 

I: taxa de absorção de luz da amostra (PpIX-Metil-Piperazina ou PpIX-

Morfolina) 

Ipadrão: taxa de absorção de luz do padrão (RB). 

 

3.2.7   Avaliação da interação da HSA com as porfirinas 

 

A Albumina Sérica Humana (HSA) foi preparada para concentração 

1 x 10-4 mol/L. Um dos grandes desafios é das porfirinas se agregarem em 

soluções aquosas o que atrapalha na interação com as proteínas que interferem 

fortemente nos experimentos ópticos e dificultam a capacidade de quantificar os 

(4) 
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parâmetros de ligação, entre outros problemas (HU et al., 2019). 

Foram monitorados no total de 11 pontos, com soluções bem diluídas 

onde adicionamos 3 mL do tampão PBS e alíquotas das porfirinas diluídas em 

DMSO de 0 µL até 50 µL, aumentando 5 µL a cada medida, e os espectros de 

absorção foram obtidos em um espectrofôtometro UV-Vis-NIR Cary Series e os 

espectros de fluorescência foram obtidos em um espectrofotômetro localizado 

no Laboratório Multiusuário do Instituto de Química da UFU, Campus Pontal, 

com a colaboração da Mestre Nayara Bessas. O experimento foi monitorado em 

temperatura de 35° C. 

A leitura de fluorescência foi realizada com λexc = 280 nm para registro do 

espectro de emissão da HSA e fendas de 5 nm e 20 nm para excitação e 

emissão, respectivamente. Para obtenção dos espectros de emissão de 

fluorescência das porfirinas utilizou-se λexc = 408 nm, onde apresentam sua 

banda Soret de absorção, e fendas de 5 nm para excitação e 10 nm para 

emissão. 

As constantes de supressão de fluorescência foram calculadas a partir da 

Equação 5 de Stern-Volmer (KSV) (VASCONCELOS, 2019) que é razão entre a 

inclinação e a interceptação da equação da reta 

  

𝐹0

𝐹
= 1 + 𝐾𝑞 𝑡0 [𝑄] = 1 + 𝐾𝑠𝑣 [𝑄] 

 

Onde, 

[Q] = concentração das porfirinas; 

F0 e F = intensidade inicial e final de emissão de fluorescência da HSA, 

respectivamente; 

Ksv = constante de supressão de Stern-Volmer, 

Kq = constante de supressão bimolecular; 

t0 = tempo de vida sem a supressão. 

E assim, como não é um processo dinâmico, mas estático, Stern-Volmer 

e Scatchard previu a constante de ligação aparente (Kb) e sítio de ligação (n) na 

proteína HSA (FOLETTO, 2019) calculado na Equação 6 a seguir: 

 

(5) 
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𝐿𝑜𝑔 {
(𝐹0 − 𝐹)

𝐹
} = 𝐿𝑜𝑔 𝐾𝑏 + 𝑛 𝐿𝑜𝑔 [𝑄] 

 

Onde, 

F0 e F = intensidade inicial e final de emissão de fluorescência, 

respectivamente; 

Kb = constante de ligação; 

n = número de sítios de ligação; 

[Q] = concentração das porfirinas. 

 

3.3  Ensaios biológicos 

 

3.3.1  Linhagem celular e cultivo 

 

As células de carcinoma do colo do útero humano (HeLa) foram cedidas 

pelo Prof. Dr. Maurício Baptista (Instituto de Química da USP) e foram mantidas 

em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) high glucose 

(4500 mg/L de glicose, L- glutamina, piruvato de sódio, bicarbonato de sódio e 

vermelho de fenol) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de 

penicilina (10,0 unidades) e estreptomicina (10 mg) a 37°C em uma incubadora 

de CO2 (95% em relação umidade, 5% CO2) e o meio foi trocado três vezes por 

semana. 

O cultivo e manipulação das células tumorais foram realizados no 

Laboratório de Biologia da Reprodução coordenado pelo professor Dr. Marcelo 

Emílio Beletti situado na UFU, Campus Umuarama. 

O número de células semeadas e utilizadas nos experimentos foram 

contadas em câmara de Neubauer e avaliadas empregando os cálculos de 

células viáveis com o método de exclusão de Azul de Tripan 2% (m: v) (SIGMA-

ALDRICH CO ST LOUIS, MO, EUA). 

 

3.3.2  Incorporação dos FSs em células HeLa 

 

As porfirinas foram previamente solubilizadas em DMSO na concentração 

de 10 µM e diluídas em meio de cultura, de forma a garantir < 1% DMSO na 

(6) 
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solução final.  

Em placas de 12 poços foram distribuídas 150 000 células em cada poço 

por 24 horas em uma estufa de CO2 (5%) a 37 °C. Após o período de aderência 

das células na placa, foi realizada a lavagem dos poços com uma solução salina 

tamponada com fosfato (PBS) e, logo em seguida foi adicionado o FS diluído em 

meio de cultura completo, com incubação por mais 24 horas. A distribuição 

utilizada na placa pode ser observada na Figura 16. 

 

Figura 16 - Representação de microplaca para cultivo celular de 12 poços. 

 

Fonte: A autora (2023). 

 

Onde, a coluna (1A, 1B, 1C) – Apenas células HeLa para controle, na 

coluna (2A, 2B, 2C) – PpIX, coluna (3A, 3B, 3C) – PpIX-Metil-Piperazina e coluna 

(4A, 4B, 4C) – PpIX-Morfolina. 

Após a incubação, o DMEM da placa foi retirado e armazenado em 

eppendorf, realizando diluição na proporção de 1:1 do meio de cultura em DMSO 

(Abscélulas).  E logo em seguida, foi adicionado DMSO diretamente na placa, para 

lavagem dos poços com as células aderidas e diluídas 1:1 em DMEM 

(Abssobrenadante).  

Foram realizadas leituras de absorção no espectrofotômetro UV-Vis, da 

marca Shimadzu UV-2501 PC, disponível no Laboratório de Síntese de 

Candidatos a Fármacos (LasFar) do Instituto de Química da UFU, Campus Santa 

Mônica.  

Para obter a porcentagem de células incorporadas foram realizados 

cálculos da integral da banda Soret das porfirinas de 325 nm a 440 nm e 

realizada os cálculos através da Equação 7: 

 

% Incorporação =
𝐴𝑏𝑠𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

𝐴𝑏𝑠𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠+ 𝐴𝑏𝑠𝑠𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 
 x 100 

 

(7) 
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Onde,  

Abscelulas = área das bandas de absorbância da solução do FS extraído da 

célula (325 nm a 440 nm) 

Abssobrenadante = área das bandas de absorbância da solução do 

sobrenadante (325 nm a 440 nm). 

 

3.3.3  Ensaio de viabilidade celular pelo método MTT 

 

As porfirinas foram previamente solubilizadas em DMSO em diferentes 

concentrações e diluídas em meio de cultura, de forma a garantir < 1% DMSO 

na solução final.  

Para avaliar a viabilidade e os efeitos das porfirinas em células, foram 

cultivadas e transferidas para uma placa de 48 poços contendo em cada poço 

aproximadamente 28 000 células e incubadas por 24 horas para aderência.  

Após o tempo de incubação, o meio de cultura foi retirado, foi realizada a 

lavagem dos poços com PBS, e adicionado a solução de FS diluído em DMEM 

(contendo < 1% DMSO) em diferentes concentrações, com distribuição que pode 

ser observada na Figura 17.  

 

Figura 17 - Representação de microplaca para cultivo celular de 48 poços. 

 

Fonte: A autora (2023). 

 

Onde, 

Coluna (1A até 1F) – apenas células HeLa para controle,  

Coluna (2A, 2B, 2C) – PpIX na concentração de 100 nM, 

Coluna (3A, 3B, 3C) – PpIX na concentração de 150 nM, 
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Coluna (2D, 2E, 2F) – PpIX na concentração de 200 nM, 

Coluna (3D, 3E, 3F) – PpIX na concentração de 300 nM, 

Coluna (4A, 4B, 4C) – PpIX-Metil-Piperazina na concentração de 50 nM, 

Coluna (5A, 5B, 5C) – PpIX-Metil-Piperazina na concentração de 100 nM, 

Coluna (6A, 6B, 6C) – PpIX-Metil-Piperazina na concentração de 150 nM, 

Coluna (7A, 7B, 7C) – PpIX-Metil-Piperazina na concentração de 200 nM, 

Coluna (8A, 8B, 8C) – PpIX-Metil-Piperazina na concentração de 300 nM, 

Coluna (4D, 4E, 4F) – PpIX-Morfolina na concentração de 50 nM, 

Coluna (5D, 5E, 5E) – PpIX- Morfolina na concentração de 100 nM, 

Coluna (6D, 6E, 6F) – PpIX- Morfolina na concentração de 150 nM, 

Coluna (7D, 7E, 7F) – PpIX- Morfolina na concentração de 200 nM, 

Coluna (8D, 8E, 8F) – PpIX- Morfolina na concentração de 300 nM, 

 

Após 24 horas, o DMEM foi retirado e novamente foi realizada a lavagem 

dos poços com PBS. O meio de cultura foi adicionado e as células incubadas por 

mais 24 horas.  

Decorrido o tempo foi adicionado 100 µL da solução do reagente 3-(4,5- 

dimethylthiazolyl-2) -2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (MOSMANN, 1983) 

(0.75mg/mL) aos 300 µL de DMEM e deixado em repouso por 3 horas na estufa 

de CO2 (5%) a 37 °C, de modo que a concentração final do MTT é de 0,50 mg/mL.  

A redução do MTT é um método colorimétrico rápido, frequentemente 

utilizado para medir proliferação celular e citotoxicidade. Neste ensaio, o MTT é 

acumulado pelas células por endocitose e a redução do anel tetrazólico deste 

sal resulta na formação de cristais de formazan de coloração violeta precipitado 

no fundo do poço, decorrentes da atuação das enzimas mitocôndrias das células 

viáveis (UCHOA-FERNANDES, 2007). São esses cristais formazan que serão 

solubilizados em DMSO, obtendo uma solução de coloração roxa dependendo 

da quantidade de cristais formados.  

A solução foi totalmente retirada da placa, tomando o cuidado para não 

retirar os cristais formados e foi adicionado 300 µL de DMSO para solubilização 

total dos cristais. 

Para obter a porcentagem de células viáveis após o tratamento, foi 

realizada a leitura de absorbância em uma leitora de placas disponível no 

Laboratório de Imunoparasitologia “Dr Mário Endsfeldz Camargo” no Bloco 4C 
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no Campus Umuarama – UFU e realizado os cálculos utilizando a seguinte 

equação 8: 

 

% 𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖á𝑣𝑒𝑖𝑠 =
𝐴𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜(570 𝑛𝑚 − 800 𝑛𝑚)

𝐴𝑏𝑠𝐶𝑇(570 𝑛𝑚 − 800 𝑛𝑚)
 𝑥 100% 

   

Em que,  

Abstratamento = leituras nos comprimentos de onda de 570 nm e 800 nm das 

células controle (CT), 

AbsCT = leituras nos comprimentos de onda de 570 nm e 800 nm das 

células tratadas.  

Após a determinação de faixa de concentração que não demonstra 

toxicidade no escuro para as células HeLa, foram realizados ensaios para a 

determinação de fototoxicidade, com uso de LED verde - 522 ± 10 nm. 

O procedimento é semelhante ao detalhado anteriormente, onde após a 

adição dos FSs por 24 horas (Figura 17), o meio de cultura foi retirado e foi 

realizada a lavagem dos poços com PBS. Foi adicionado novamente o PBS para 

a realização da irradiação por um período de 15 minutos utilizando o LED da 

Figura 13 que emite na faixa de 522 ± 10 nm com a amostra à 10 cm de distância 

do LED onde temos 1,5 mW de potência e uma dose de energia de ≈ 2 J/cm².  

A dosimetria da energia de luz aplicada para os cultivos celulares foi 

determinada pelo Optical Power Meter da Newport Model 1916-R conectado à 

um detector Newport Model 818-UV S/N 10488 que mede na faixa espectral 

entre 200 e 1000 nm e cuja área do sensor é de 0,785 cm². O cálculo utilizado 

para medir as fluências energéticas utilizadas para o tratamento das linhagens 

tumorais com a TFD está representado abaixo na equação 9 (SILVA et al., 2010): 

 

D = I (
𝑊

𝑐𝑚2
)  𝑥 𝑇(𝑠) =  

𝑃𝑜𝑡ê𝑛𝑐𝑖𝑎 (𝑤)𝑥 𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 (𝑠)

Á𝑟𝑒𝑎 (𝑐𝑚2)
 

 

Onde:  

Dose - energia necessária para excitação dos fótons dada por J/cm2.  

P - Potência: intensidade da fonte de luz a uma determinada distância, 

medida em watts.  

(8) 

 

(9) 
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T - Tempo: período em segundos de exposição à fonte de luz necessária 

para a excitação dos fótons. 

Área: espaço da amostra a ser irradiada pela fonte de luz medida pela 

área do fundo da placa. 

Após a irradiação, foi adicionado um novo meio de cultura e as células 

foram mantidas por 24 horas em uma estufa de CO2 (5%) a 37 °C e, após o 

período foram adicionados 100 µL de MTT, levando novamente para a estufa de 

CO2 (5%) a 37 °C no período de 3 horas, a fim de obter os cristais de formazan 

como mencionado anteriormente. 

Os cristais formazan formados foram solubilizados em DMSO, e para 

obter a porcentagem de células viáveis, foi realizado a leitura de absorbância em 

uma leitora de placas disponível no Laboratório de Imunoparasitologia “Dr Mário 

Endsfeldz Camargo” no Bloco 4C no Campus Umuarama - UFU e realizado os 

cálculos utilizando a equação 8. 

O valor de IC50 (concentração em μmol L-1 que inibe 50 % da viabilidade 

celular) foi determinada por meio da curva dose resposta utilizando o programa 

estatístico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

 

3.3.4  Ensaio de viabilidade pelo método MTT com formulados (FS-

Polímero) em células HeLa 

 

Os formulados poliméricos à base de polaxamer e carboximetilcelulose, 

com os FS encapsulados, foram preparados pela Profª Jéssica Bassi da 

Universidade Federal de Maringá - UEM. 

O sistema monopolimérico com P407 foi constituído de 17,5% (m/m) de 

P407 e sistemas poliméricos binários com P407 e CMC foram constituídos com 

17,5% (m/m) de P407 e 0,1% (m/m) de CMC.  

Os sistemas monopoliméricos foram preparados adicionando P407 

lentamente em água purificada, os quais foram mantidos em repouso, em 

geladeira, até completa hidratação e dispersão polimérica. Após 24 horas, as 

preparações foram homogeneizadas, por 30 minutos, sob agitação mecânica e 

banho de gelo. Para as preparações contendo o princípio ativo, 0,001% (m/m) 

de Pp IX ou PpIX-Metil-Piperazina ou PpIX-Morfolina foram adicionados na 

mistura de P407 e água, que ficou sob agitação mecânica por 60 minutos. 
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Para os sistemas poliméricos binários, o polímero P407 foi adicionado 

lentamente em uma parte da água purificada total. Este sistema foi mantido em 

repouso, em geladeira, até completa hidratação e dispersão do P407. Após 24 

horas, as preparações foram homogeneizadas, por 30 minutos, sob agitação 

mecânica e banho de gelo. Concomitantemente, o CMC foi disperso na parte 

restante da água purificada, por 30 minutos, sob agitação mecânica. 

Posteriormente, a mistura de CMC e água foi acrescida na porção contendo 

P407 e foi agitada, por mais 30 minutos, até completa homogeneização das 

preparações. Para as preparações binárias contendo o ativo, 0,001% (m/m) de 

Pp IX ou PpIX-Metil-Piperazina ou PpIX-Morfolina foram adicionados na mistura 

de P407 e água, que ficou sob agitação mecânica por 60 minutos. Em seguida, 

a porção contendo CMC e água foi adicionada ao sistema, que ficou sob agitação 

até completa homogeneidade. Todos os sistemas foram congelados e 

liofilizados. Após a adição do princípio ativo, todas as preparações foram 

protegidas da luz.  

Foram realizados os ensaios de fototoxicidade utilizando os formulados 

que foram solubilizados em DMEM, de acordo com a proporção descrita na 

Tabela 2 abaixo: 

 

Tabela 2 - Proporção para solubilização dos formulados. 

P407 P407-CMC 

17,501g formulado – 0,001g 

FS 

17,601g formulado – 0,001g 

FS 

Fonte: A autora (2023). 

 

Foi preparada uma solução estoque de 500 nM e foram realizadas as 

diluições, com concentrações iguais a descrição da Figura 17, com modificação 

apenas na Coluna 1, onde de 1A, 1B e 1C são de células HeLa para controle, e 

os poços 1D, 1E e 1F são células HeLa com os formulados sem adição dos FSs. 

Os cristais formazan formados foram solubilizados em DMSO, e para 

obter a porcentagem de células viáveis, realizou-se a leitura de absorbância em 

uma leitora de placas disponível no Laboratório de Imunoparasitologia “Dr Mário 

Endsfeldz Camargo” no Bloco 4C no Campus Umuarama - UFU e realizado os 

cálculos utilizando a equação 8. 
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4  Resultados e discussão 

 

4.1 Síntese e caracterização 

 

Os derivados da PpIX foram preparados a partir de reações de amidação 

entre a PpIX com diferentes aminas utilizando o agente de condensação EDC e 

catálise com HOBt em DMF. A PpIX-Metil-Piperazina, uma diamida, foi obtida 

em 93% de rendimento após 95h de agitação à temperatura ambiente (Figura 

18). 

 

Figura 18 - Síntese da PpIX-Metil-Piperazina realizada no LasFar. 
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Fonte: Gentilmente elaborado e cedido pelo grupo LasFar (2023). 

 

A formação desse produto foi evidenciada pelos espectros de RMN de 1H 

e 13C (Figuras 19 e 20), que são capazes de determinar o esqueleto carbono-

hidrogênio de uma molécula.  

No espectro de RMN de 1H da PpIX-Metil-Piperazina (Figura 19) é 

possível observar quatro singletos próximos de 10 ppm referentes aos 

hidrogênios H1-4, um duplo dupleto em 8,28 ppm referente a H-5 e dois 

multipletos entre 6,43 e 6,19 ppm referentes aos quatro hidrogênios H6.  

Os sinais referentes aos oito hidrogênios H9 foram observados entre 4,43 

e 3,63 ppm juntamente com os sinais correspondentes à doze hidrogênios de 

quatro metilas, enquanto os sinais referentes aos outros dezesseis hidrogênios 

metilênicos (H7, H8 e H10) e seis hidrogênios metílicos foram observados entre 

3,30 e 1,62 ppm.    
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Figura 19 - 1H RMN da PpIX-Metil-Piperazina (400 MHz, CDCl3). 

 

Fonte: Obtido e gentilmente cedido pelo grupo do LasFar (2023). 

 

No espectro de RMN de 13C (APT) – Figura 20 - é possível observar um 

sinal em 171,11 ppm referente aos dois carbonos carbonílicos, cinco sinais com 

fase para cima referentes aos seis carbonos C1-5 e três sinais com fase para 

baixo referentes aos carbonos pirrólicos e C6 na região entre 139,22 e 96,22 

ppm.  

O sinal em 45,60 ppm corresponde aos carbonos N-metílicos, enquanto 

os quatro sinais entre 12,81 e 11,82 ppm correspondem aos carbonos metílicos 

dos fragmentos pirróis. O sinal em 54.49 ppm foi atribuído aos carbonos C9, 

enquanto os quatro sinais com fase para baixo entre 45,49 e 22,49 ppm foram 

atribuídos aos carbonos metilênicos C7, C8 e C10.  
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Figura 20 - 13C RMN da PpIX-Metil-Piperazina (101 MHz, CDCl3). 

 

Fonte: Obtido e gentilmente cedido pelo grupo do LasFar (2023). 

 

A análise de HRMS é utilizada para identificação, quantificação e 

caracterização molecular e estrutural de amostras. No espectro de HRMS da 

PpIX-Metil-Piperazina (Figura 21) é possível identificar o pico do íon molecular 

(M + H)+ em 727,4409 m/z, evidenciando a formação do produto desejado. 

 

Figura 21 - Espectro obtido referente a técnica de electrospray da PpIX-Metil-
Piperazina. 

 

Fonte: Obtido e gentilmente cedido pelo grupo do LasFar (2023). 

 

A PpIX-Morfolina foi sintetizada em 39% de rendimento após 89 horas de 
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reação à temperatura ambiente (Figura 22). 

 

Figura 22 - Síntese da PpIX-Morfolina realizada no LasFar. 
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Fonte: Gentilmente elaborado e cedido pelo grupo LasFar (2023). 

  

A formação do produto foi evidenciada pelos espectros de RMN de 1H e 

13C (Figura 23 e 24) onde foi possível identificar os sinais referentes aos 

hidrogênios e carbonos.  

No espectro de RMN de 1H da PpIX-Morfolina (Figura 23) é possível 

observar quatro singletos na região de 9,98 – 9,90 ppm referentes aos 

hidrogênios H1-4 e dois multipletos em 8,24 – 8,14 ppm e 7,43 – 7,39 ppm 

referentes aos hidrogênios H-5 e H-NC=O, respectivamente.  

Os multipletos entre 4,31 e 3,00 ppm são referentes aos 36 hidrogênios 

H-9, H11-13, enquanto o multipleto em 2,43 – 2,28 ppm é referente a H-8 e os 

multipletos entre 1,28 e 1,03 ppm são correspondentes aos hidrogênios H-7 e H-

10, respectivamente.  
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Figura 23 - 1H RMN da PpIX-Morfolina. (400 MHz, CDCl3). 

 

Fonte: Obtido e gentilmente cedido pelo grupo do LasFar (2023). 

 

No espectro de RMN de 13C (APT) – Figura 24 - é possível observar um 

sinal em 173,02 ppm referente aos carbonos carbonílicos, quatro sinais com fase 

para cima entre 130,32 e 96,83 ppm referentes aos seis carbonos C-1-5 e um 

sinal com fase para baixo em 120,94 ppm referente a C-6. 

Os sete picos com fase para baixo entre 66,32 e 23,43 ppm são referentes 

aos carbonos metilênicos nas ramificações da estrutura e os sinais entre 12,79 

e 11,67 ppm correspondem aos carbonos metílicos. 
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Figura 24 - 13C RMN da PpIX-Morfolina. (100 MHz, CDCl3). 

 

Fonte: Obtido e gentilmente cedido pelo grupo do LasFar (2023). 

 

Já a análise de Espectrometria de Massas de Alta Resolução para a PpIX-

Morfolina foi obtida pelo método MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption 

Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry) e obtemos o seguinte espectro 

(Figura 25), onde foi possível identificar o pico do íon molecular do produto 

desejado. 

 

Figura 25 - Espectros obtidos pelo método MALDI-TOF para PpIX-Morfolina. 
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Fonte: A autora (2023). 

 

4.2  Espectroscopia de absorção UV-Visível dos derivados da PpIX 

 

Porfirinas são compostos intensamente coloridos e apresentam um 

espectro de absorção característico com uma banda de absorção intensa em 

torno de 420 nm (log ε > 5,00) denominada banda B ou Soret, e outras de menor 

intensidade na faixa de 500 a 700 nm, chamadas de bandas Qy (1-0), Qy (0-0), 

Qx (1-0) e Qx (0-0) (IGLESIAS, 2012). 

Sabe-se que o solvente pode exercer influência sobre várias propriedades 

eletrônicas como, por exemplo, a posição, intensidade e na forma de bandas 

espectrais (DAMASCENO, 2014). Isso ocorre porque os espectros eletrônicos 

de absorção estão relacionados às interações soluto-solvente, e por isso a 

escolha do solvente a ser usado é importante tanto para garantir que a molécula 

se encontra no estado monomérico, quanto para caracterização via 

espectroscopia UV-Vis (SUPPAN, 1989).  

Nesse sentido, inicialmente registrou-se o espectro de absorção dos 

derivados de PpIX em solventes de diferentes graus de polaridade (Figura 26), 

como metanol (CH3OH), etanol (C2H6O), acetona (C3H6O), diclorometano 

(DCM), água (H2O), clorofórmio (CHCl3) e dimetilsulfóxido (DMSO).  

 

Figura 26 - Espectros de absorção eletrônica (A) PpIX-Metil-Piperazina e (B) 
PpIX-Morfolina em diferentes solventes. 

 

Fonte: A autora (2022). 
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Como esperado, os espectros de absorção UV-visível dos derivados de 

PpIX (Figura 26) exibiram uma banda Soret intensa em cerca de 400 nm e quatro 

bandas Q mais fracas na faixa visível, em metanol, etanol, acetona, 

diclorometano, clorofórmio e dimetilsulfóxido.  

Esses espectros são típicos de porfirina no estado monomérico, no qual 

tanto a banda Soret quanto as bandas Q observadas são resultantes das 

transições eletrônicas π - π* entre os orbitais HOMO e LUMO no anel porfirínico 

(SANTOS et al., 2015). Portanto, pode-se dizer que ambas as moléculas, PpIX-

Metil-Piperazina e PpIX-Morfolina, mostraram-se solúveis na forma monomérica 

em quase todos os solventes estudados, com exceção da água.  

Em solução aquosa, foi observada uma diminuição significativa da 

intensidade da banda de Soret (≈400 nm) e das bandas Q (QIV, QIII, QII, QI) 

entre 500 e 700 nm (Figura 26), com um deslocamento da banda Soret para 

menor comprimento de onda (390 nm), no caso da PpIX-Metil-Piperazina. Essa 

diminuição significativa de intensidade de absorção e deslocamento do 

comprimento de onda é característica da forma agregado de porfirinas em 

solução aquosa (TSUBONE, 2017). O fenômeno de auto-agregação será mais 

bem discutido nos resultados descritos a seguir que envolvem obtenção dos 

espectros da PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-Morfolina em misturas água/metanol 

e água/DMSO (item 4.8). 

O solvatocromismo observado neste estudo foi avaliado através dos 

parâmetros do solvente apresentados na Tabela 3 - escala ET (30), momento de 

dipolo (µ) e constante dielétrica (ε) (SANTOS et al., 2015). ET (30) é um 

parâmetro de polaridade que caracteriza a polaridade dos diferentes solventes. 

Quanto maior o valor de ET (30), maior será a polaridade do solvente 

(MYRZAKHMETOV et al., 2021). 

Os compostos que exibem solvatocromismo, são conhecidos por 

apresentar as pronunciadas mudanças na posição, e algumas vezes na 

intensidade, de uma banda de absorção nos espectros de UV/Vis que 

acompanha a mudança da polaridade do meio (MACHADO, 1997). 

 

Tabela 3 - Parâmetros físico-químicos dos solventes. 

Solvente ET (30) µ ε#  
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(kcal/mol) *  (Debye)#  

Água 63,14 1,87 79,7 

Metanol 55,4 1,7 32,6 

Etanol 51,9 1,7 22,4 

DMSO 45,1 3,96 46,6 

Acetona 42,2 2,9 20,6 

Diclorometano 40,7 1,8 9,1 

Clorofórmio 39,1 1,1 4,8 

*(REICHARDT, 1994); #(SMALLWOOD, 1996) 

ET (30) = polaridade do solvente (25 °C) (REICHARDT, 1994); µ = 

momento dipolar (SMALLWOOD, 1996) ε = constante dielétrica (20 

°C)(SMALLWOOD, 1996). 

 

O comprimento de onda de absorção é fortemente dependente da estrutura 

química do FS e do solvente (SANTOS et al., 2015). A Figura 27 mostra as 

intensidades de absorção normalizadas, evidenciando que o comprimento de 

onda máximo da banda Soret desloca para região do vermelho em solventes de 

menor polaridade (valor ET (30) menor).  

Uma mudança hipsocrômica da banda com o aumento da polaridade do 

solvente é denominada solvatocromismo negativo, ao passo que a 

correspondente mudança batocrômica com o aumento da polaridade é chamada 

de solvatocromismo positivo (MACHADO, 1997).  
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Figura 27 - Espectros de absorção eletrônica de UV-vis com intensidades 
normalizadas, obtidos em diferentes solventes orgânicos: (A) Pp IX -Metil -

Piperazina e (B) PpIX-Morfolina. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Estas mudanças espectrais que acompanham a mudança do solvente 

surgem como um resultado das forças de interação entre as moléculas do soluto 

e do solvente, tais como íon-dipolo, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido, 

ligações de hidrogênio, etc., que por sua vez tendem a alterar a diferença de 

energia entre os estados fundamental e excitado do cromóforo de um corante 

(MACHADO, 1997). 

Uma interpretação qualitativa do efeito do solvente sobre as transições 

eletrônicas dos compostos solvatocrômicos pode ser feita considerando a 

diferença entre o momento de dipolo dos estados fundamental e excitado do 

soluto. Assim, quando o momento de dipolo do composto no estado fundamental 

é menor do que aquele do primeiro estado excitado, solventes mais polares 

estabilizarão mais marcadamente o estado excitado, resultando em um 

solvatocromismo positivo. Já para compostos em que na transição eletrônica o 

estado fundamental possui um momento de dipolo maior do que o do primeiro 

estado excitado, a mudança para solventes mais polares acarretará numa maior 

estabilização do estado fundamental, e um solvatocromismo negativo será 

observado (MACHADO, 1997). 

Ou seja, ambas as porfirinas apresentaram um solvatocromismo negativo, 

onde ocorre um deslocamento para a região do azul em solventes mais polares, 

ou seja, no estado fundamental a molécula está mais polarizada e apresentou 
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maior estabilização. 

Segundo Machado (1997), isto pode ser devido as porfirinas 

apresentarem um grupo doador contendo um átomo de oxigênio e o grupo 

receptor contendo um átomo de nitrogênio, onde a transição eletrônica está 

associada a uma transferência de carga intramolecular entre o grupo doador e o 

receptor, produzindo um estado excitado com um momento de dipolo 

consideravelmente diferente daquele do estado fundamental. 

 

4.3 Estabilidade dos FSs em solvente orgânico 

 

O processo de solubilização de uma substância química resulta da 

interação entre a espécie que se deseja solubilizar (soluto) e a substância que a 

dissolve (solvente), e pode ser definida como a quantidade de soluto que 

dissolve em uma determinada quantidade de solvente, em condições de 

equilíbrio. Solubilidade é, portanto, um termo quantitativo (MARTINS; LOPES; 

BITTENCOURT DE ANDRADE, 2013). 

As interações de soluto-solvente podem afetar a estrutura química, 

provocar fenômenos químicos e estão ligados ao nível molecular já que o 

solvente não é apenas “espectador” do processo, mas participa na estabilização 

dos estados de reagente e transição de maneira diferenciada por solvatação, 

como agente de transferência de massa e calor; na transferência de prótons 

(para reações catalisadas por ácido/base) (SILVA, 2011). 

Durante os experimentos escolhidos, a solução preparada teve como 

soluto as porfirinas que foram solubilizadas em metanol e DMSO, como solvente. 

O metanol é um solvente da classe dos álcoois, composto de um grupo funcional 

-OH ligado a um átomo de carbono que possui uma forte ligação de hidrogênio 

entre água e álcool, sendo assim, um solvente polar (MARTINS; LOPES; 

BITTENCOURT DE ANDRADE, 2013).  

Já o DMSO é um solvente aprótico dipolar, miscível com água e solúvel 

em muitos solventes orgânicos polares composto de um sulfóxido que possui 

dois grupos metila como substituintes (MAY, 2012). 

As soluções das porfirinas sempre foram preparadas no dia do 

experimento ou no dia anterior aos testes, mas periodicamente foram realizadas 

leituras de absorbância em soluções metanólicas para acompanhamento de 
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estabilidade, não evidenciando mudanças no espectro. Mas ao iniciarmos o 

preparo das soluções de porfirinas em DMSO, foi observado que ocorre uma 

possível modificação estrutural – Figura 28. 

 

Figura 28 - Espectro de absorção da PpIX em DMSO em dias diferentes. 

 

Fonte: A autora (2023). 

 

Como podemos observar, no dia 1 e no dia 4 temos um espectro 

característico de porfirinas no estado monomérico onde temos uma banda Soret 

em torno de 400 nm e quatro bandas Q entre 500 e 650 nm, mas no dia 7, 

observamos uma diminuição da banda Soret e observamos a formação de uma 

banda de absorção na região de 675 nm.  

A solução foi armazenada em um eppendorf dentro de um freezer de 

geladeira e foi retirada minutos antes da leitura de absorção. O mesmo 

comportamento ocorre para as duas porfirinas sintetizadas, mas não ocorreu 

quando solubilizadas em MeOH. 

Portanto, a solução de porfirinas em DMSO não são estáveis por um longo 

período, e por isso em todos os experimentos a mesma foi preparada no mesmo 

dia. 

 

4.4     Determinação do coeficiente de absortividade molar (ε) 

 

O coeficiente de absortividade molar (ε) é caraterizado pela capacidade 

que um mol de determinada substância consegue absorver luz em determinado 
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comprimento de onda (λ) (SKOOG, 2013).  

É uma propriedade intrínseca de cada FS que pode ser obtido através de 

seu espectro de absorção, sendo caracterizado por dois parâmetros: a posição 

de absorção máxima (λmáx) e o coeficiente de absortividade molar (ε), calculado 

em geral, nos λmáx. Sendo assim, a relação entre ε, a concentração da amostra 

(c) e o caminho ótico (l) do meio de absorção caracteriza-se pela lei de Lambert-

Beer (GEROLA, 2013). 

Portanto, o coeficiente de absorção molar (ε) da PpIX-Metil-Piperazina e 

PpIX-Morfolina em metanol pode ser estimado através da lei de Lambert-Beer 

para os comprimentos de onda máximo da banda Soret e bandas Q (QIV, QIII, 

QII, QI), através do gráfico de absorbância versus concentração do composto. 

Abaixo estão apresentados os espectros de absorção eletrônica dos FSs 

em metanol em diferentes concentrações (Figura 29) e a sua curva de regressão 

linear (Figura 30). 

 

Figura 29 - Espectros de absorção UV-Vis da (A) PpIX-Metil-Piperazina e (B) 
PpIX-Morfolina em diferentes concentrações em metanol. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

O espectro de absorção eletrônica de ambas as porfirinas podem ser 

caracterizadas por uma banda de maior intensidade, conhecida como banda 

Soret (na região do azul) decorrente das transições do estado fundamental para 

o segundo estado excitado (S0 – S2), e quatro bandas Q referentes as transições 

do estado fundamental para o primeiro estado excitado (S0 – S1), onde S é a 

multiplicidade de spin e significa singleto. A multiplicidade de um estado 
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molecular é característica da transição eletrônica e calculada por 2S+1, onde S 

é a resultante dos elétrons de um átomo, assim, em um estado onde não existe 

nenhum elétron desemparelhado, S será igual a zero e a multiplicidade será um 

(FIGUEIRÊDO, 2009).  

 

Figura 30 – Representação gráfica dos valores de absorbância em função da 
concentração da (A) PpIX-Metil-Piperazina e (B) PpIX-Morfolina no 

comprimento de onda máximo da banda Soret (≈ 400 nm). Os experimentos 
foram realizados em triplicata, sendo cada ponto o valor da média e a barra de 

erro o desvio padrão. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

As curvas de regressão linear (Figura 30) apresentaram um coeficiente de 

regressão linear (R² ≈ 0,99) que atesta a ótima correlação dos pontos 

experimentais com a curva calculada. A linearidade das retas sugere que nestas 

condições experimentais, não se observa a agregação dos FSs.  

Além disso, a partir destas curvas foi possível obter os valores do 

coeficiente de absortividade molar (ɛ) dos compostos estudados, que estão 

apresentados na Tabela 4, junto com seus respectivos comprimentos de onda 

em que as absorbâncias foram máximas. 

 

Tabela 4 - Valores máximos de absorbância (λmáx) e do coeficiente de 

absortividade molar (ɛ) obtidos para as porfirinas em metanol. 

  

PpIX* 

 

PpIX-Metil-Piperazina 

 

PpIX-Morfolina 
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Banda 

 

λ(nm) 

 

ε(M-1cm-1) 

 

λ(nm) 

 

ε(M-1cm-1) 

 

λ(nm) 

 

ε(M-1cm-1) 

Soret 401 139797 401 107958 (± 2099) 401 127832 (± 3183) 

QIV 502 12410 502 10362 (± 546,9) 503 11332 (± 545,3) 

QIII 537 10048 537 8250 (± 373,0) 537 8426 (± 495,9) 

QII 574 6111 574 4321 (± 245,5) 574 4831 (± 334,3) 

QI 628 4579 628 3396 (± 302,3) 629 3718 (± 308,1) 

*Dados de ε da PpIX em metanol foram extraídos de (Myrzakhmetov et 

al., 2021) 

Fonte: A autora (2022). 

 

Os valores de ε na banda Soret são da ordem de 105 M-1cm-1, e os valores 

de ε nas bandas Q são da ordem de 103 M-1cm-1 para ambas as porfirinas (Tabela 

4), indicando que essas transições eletrônicas são permitidas por spin e por 

simetria (HARRIS; BERTOLUCCI, 1978).   

Para o cromóforo precursor (PpIX) das moléculas estudadas (PpIX-Metil-

Piperazina e PpIX-Morfolina) tem-se que o valor do coeficiente de absortividade 

molar (ε) em metanol é de ≈ 139797 M-1cm-1 na banda Soret (MYRZAKHMETOV 

et al., 2021), enquanto Santos et al reportam valores de ε em metanol para 

derivados de PpIX entre ≈ 17800 a 160460 M-1cm-1 na banda Soret, a depender 

da estrutura química (SANTOS et al., 2015).  

Portanto, os valores ε da banda Soret obtidos para PpIX-Metil-Piperazina 

e PpIX-Morfolina, está próximo de valores de derivados de PpIX relatados na 

literatura (MYRZAKHMETOV et al., 2021; SANTOS et al., 2015), assim como os 

valores ε das demais bandas Q também apresentaram valores na mesma ordem 

de grandeza da molécula precursora, o que já era esperado pois as modificações 

propostas não aconteceram no cromóforo das moléculas, mantendo assim 

aspectos físico-químicos. 

 

4.5  Espectroscopia de emissão e rendimento quântico de fluorescência 

(ϕF) 

 

Segundo Gourteman (1961), as porfirinas são consideradas fluorescentes 
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ou fosfosrescentes de acordo com os rendimentos quânticos. A emissão de 

fluorescência está relacionada à transição de níveis vibracionais mais baixo do 

estado excitado singleto para o nível vibracional do estado fundamental 

(FIGUEIRÊDO, 2009), ou seja, é uma técnica analítica sensível que permite a 

detecção de fótons emitidos por moléculas que sofreram excitação.  

Os espectros de emissão das porfirinas dissolvidas em metanol foram 

obtidos na faixa de 550 a 800nm, excitando-se em 408 nm. Note que com ambos 

os derivados de porfirina apresentam emissão na faixa de 550 a 800 nm, que 

são atribuídos às transições do estado vibracional 0 do estado excitado (S1), para 

o estado vibracional 0 e 1 do estado fundamental (S0). Na Figura 31 têm-se os 

espectros de emissão dos FSs e na Tabela 5 encontram-se os valores dos 

respectivos máximos de emissão. 

 

Figura 31 - Espectros de emissão de fluorescência da (A) PpIX, (B) PpIX-Metil-
Piperazina e (C) PpIX-Morfolina em metanol (λexc = 408 nm, fenda de excitação 

5 nm e fenda de emissão 10 nm). 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Tabela 5 - Valores de máximos de emissão de fluorescência dos derivados de 
PpIX em metanol. 

 Emissão máx/nm 

Fotossensibilizador Q (0,0) Q (1,0) 

PpIX-Metil-Piperazina 632 698 

PpIX-Morfolina 631 697 

Fonte: A autora (2022). 

 

Para evitar o efeito do filtro interno, o valor de absorbância no 

comprimento de onda de excitação foi mantido abaixo de 0,1 (Figura 32) para 
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obtenção dos espectros de emissão. 

 

Figura 32 - Representação gráfica da integral da área do espectro de emissão 
em função da absorbância em 408 nm para PpIX, PpIX-Metil-Piperazina e 

PpIX-Morfolina em metanol. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Os cálculos para determinar os valores de rendimento quântico de 

fluorescência (ϕF) de cada composto foram realizados através do cálculo da 

integral do espectro de emissão e usando-se a equação 2 apresentada no item 

3.2.4 na seção de metodologia.  

O padrão utilizado para as porfirinas foi a PpIX em metanol (ϕF = 0,07) – 

(MYRZAKHMETOV et al., 2021). Os valores de ϕF calculados para os compostos 

estudados são mostrados na Tabela 6. 

 

Tabela 6 – Rendimento quântico de fluorescência dos FSs em metanol. 

Fotossensibilizador ϕF 

PpIX 0,070* 

PpIX-Metil-Piperazina 0,074 

PpIX-Morfolina 0,073 

*Valor extraído de (Myrzakhmetov et al., 2021). 

Fonte: A autora (2022). 

 

Ambas as porfirinas apresentam rendimento quântico de fluorescência 

(ϕF) pequeno, com valores abaixo de 0,1 (Tabela 6). Esse resultado mostra que 
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a fluorescência não é o principal processo de decaimento destas moléculas, 

indicando que o decaimento radiativo do primeiro estado excitado singleto (S1) 

tem menor predominância dentre os processos de relaxação competitivos 

(LAKOWICZ, 2006).  

Além disso, os valores ϕF obtidos para a PpIX-Metil-Piperazina foi de 

0,074 e 0,073 para a PpIX-Morfolina, ou seja, valores muito próximos levando-

nos a concluir que as modificações nas ramificações da molécula não alteraram 

na sua capacidade de emissão de fótons. Além disso, segundo alguns estudos, 

porfirinas com cadeias alquilicas mais extensas apresentam valores de 

rendimento quântico de fluorescência mais baixo em consequência dos 

processos não radiativos, que desativam o estado excitado singleto dos 

compostos (LIMA, 2015). 

 

4.6  Avaliação da fotoestabilidade dos derivados da PpIX 

 

As reações de fotobranqueamento promovem a redução da capacidade 

de absorção de fótons de luz nos fotossensibilizadores, que é um processo muito 

importante na geração de espécies reativas de oxigênio singleto (1O2) 

(BONNETT; MARTÕ ÂNEZ, 2001; GEROLA, 2013).  

Isso significa que em casos de elevada taxa de fotodegradação, pode 

diminuir a concentração dos FSs nas células antes mesmo de se causar danos 

em intensidade suficiente para provocar morte celular. Por isso, é comumente 

aceito que quanto mais fotoestável o FS, melhor será seu desempenho, 

principalmente porque pode suportar mais ciclos de produção de 1O2 e 

desencadear eficientemente os processos de oxidação do tipo II consequentes 

(BAPTISTA et al., 2017).  

Assim, para uma análise qualitativa, propôs-se monitorar as porfirinas sob 

irradiação do LED verde a fim de verificar a fotoestabilidade dos derivados de 

PpIX via espectroscopia de absorção eletrônica (Figura 33). 
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Figura 33 - Espectro de absorção UV-Vis da (A) 10 µM PpIX-Metil-Piperazina e 
(B) 9 µM PpIX-Morfolina em metanol sob irradiação com LED Verde (λmáx = 

522 nm ± 10 nm), potência 2,266 mW à 0,2 cm de distância da amostra. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

A partir destes espectros (Figura 33), construiu-se o gráfico com os 

valores de absorbância em 400 nm em função do tempo de irradiação (Figura 

34). 

 

Figura 34 - Representação gráfica do espectro de absorção UV-Vis em torno 
de 400,0 nm da (A) 10 µM PpIX-Metil-Piperazina e (B) 9 µM PpIX-Morfolina em 

metanol sob irradiação com LED Verde (λmáx = 522 nm ± 10 nm), potência 
2,266 mW à 0,2 cm de distância da amostra. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Como podemos constatar na Figura 34, após os 100 minutos de irradiação 

do LED, potência 2,266 mW à 0,2 cm de distância da amostra, não ocorreu 

mudança significativa nos espectros de absorção da PpIX-Metil-Piperazina e 



61 

 

PpIX-Morfolina levando-nos a compreender que não houve fotodegradação das 

porfirinas, e que ambos são fotoestáveis frente à exposição da luz 

(λmáx = 522 nm ± 10 nm) no intervalo de tempo analisado. 

 

4.7    Determinação do rendimento quântico de oxigênio singleto (ϕ∆) 

 

Os processos de foto-oxidação ligada ao oxigênio de moléculas biológicas 

(por exemplo, proteínas, lipídios, ácidos nucleicos, carboidratos) envolvem 

espécies reativas de oxigênio formadas em sistemas vivos, que incluem o 1O2 

(CARLONI et al., 1993). Maximizar a geração e fototoxicidade de 1O2 durante a 

TFD é uma estratégia importante para aumentar a eficácia terapêutica (LI et al., 

2016). Por isso, um dos fatores responsável por maior ou menor atividade de um 

FS é a quantidade de 1O2 gerada.  

O 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) é um excelente substrato para 1O2, 

utilizado como sensor químico para determinação quantitativa da ação 

fotodinâmica. Sendo assim, a formação de oxigênio singleto pela excitação das 

porfirinas com luz e transferência de energia para o oxigênio molecular foi 

quantificada pelo método indireto, utilizando DPBF (CARLONI et al., 1993). 

O DPBF possui bandas de absorção eletrônica em 268 nm, 310 nm e 

410 nm, e, portanto, não absorve no comprimento de onda de irradiação do LED 

Verde (522 nm ± 10 nm), o que garantiu que a interação da luz fosse restrita aos 

derivados de PpIX.  

Sendo assim, os espectros de emissão da solução de DPBF e FS foram 

monitorados em função do tempo de irradiação com LED Verde (522 nm ± 

10 nm), totalizando 11 pontos onde foi possível visualizar a diminuição na 

intensidade da emissão de fluorescência do DPBF em 455 nm (Figura 35).  
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Figura 35 - Espectros de fluorescência do decaimento da sonda DPBF em 
metanol e para (A) PpIX-Metil-Piperazina (0,8 µM) e (B) PpIX-Morfolina (0,7 

µM) em metanol em 32 segundos. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

De acordo com os espectros de fluorescência obtidos, foi possível 

observar o decaimento da banda do DPBF (Figura 35), indicando que as 

porfirinas produzem oxigênio singleto no intervalo de irradiação avaliado.  

Portanto, podemos constatar que ocorre o decaimento exponencial da 

concentração do oxigênio singleto em função do tempo (Figura 36). A cinética 

de degradação da sonda (DPBF) também foi observada utilizando um padrão 

conhecido, que neste caso foi o corante Rosa de Bengala (RB) – Figura 37.  

A escolha do RB como padrão, deve-se ao fato que este composto 

apresenta absorção de UV-Vis na mesma região que as porfirinas, permitindo 

assim, que a amostra fosse irradiada no mesmo comprimento de onda 

(λmáx = 522 nm ± 10 nm).  
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Figura 36 - Representação gráfica dos valores do logaritmo em função do 
tempo em segundos para (A) PpIX-Metil-Piperazina e (B) PpIX-Morfolina. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Figura 37 - Decaimento da sonda DPBF com o corante RB e regressão linear 
do decaimento do oxigênio singleto para o corante RB. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Os cálculos para determinar os valores de rendimento quântico de 

oxigênio singleto (ϕΔ) de cada composto foram realizados através da Equação 5 

apresentada no item 3.2.6 na seção de metodologia.  

Os valores de ϕΔ calculados para os compostos estudados são mostrados 

na Tabela 7. 

 

Tabela 7 - Rendimento quântico de oxigênio singleto (ϕΔ) dos FSs em metanol. 

Fotossensibilizador ϕΔ 

PpIX-Metil-Piperazina 0,45 ± 0,05 
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PpIX-morfolina 0,25 ± 0,01 

Fonte: A autora (2022). 

 

Ambas as porfirinas apresentam valores de ϕΔ menores do que para seu 

precursor PpIX em metanol, ϕΔ = 0,92 (MYRZAKHMETOV et al., 2021). Outros 

autores também observaram valores menores de ϕΔ que variaram entre 0,34 e 

0,84 para outros derivados de PpIX sintetizados (UCHOA; OLIVEIRA; 

BAPTISTA, 2010), indicando que ϕΔ depende da estrutura química do FS e dos 

grupos substituintes que o compõe. 

Uma estrutura química muito semelhante à PpIX-Metil-Piperazina 

estudada neste trabalho, mais especificamente a N-Piperazinil-clorina e6 dimetil 

éster apresentou ϕΔ = 0,52 ± 0,06 (BEREZIN et al., 2015), um valor muito 

próximo ao obtido para PpIX-Metil-Piperazina (ϕΔ = 0,45 ± 0,05) – Tabela 7. 

Também foi reportado valor de ϕΔ= 0,56 para um derivado de clorofilina que 

possuem N,N – diamina como substituinte lateral do cromóforo (UCHOA; 

KONOPKO; BAPTISTA, 2015).  

Esse valor mais baixo de ϕΔ ≈ 0,5 para derivados de FS contendo amina 

comparado com PpIX (ϕΔ ≈ 0,9) ou hematoporfirina (ϕΔ ≈ 0,7), pode ser devido à 

supressão de 1O2 por aminas (BERNSTEIN; FOOTE, 1999), uma vez que 1O2 

pode subtrair um elétron de uma amina terciária (e.g. Metil-Piperazina) para 

produzir um par de íons radical (MILLER, 2006).  

No caso da PpIX-Morfolina, o ϕΔ = 0,25 ± 0,01 foi quase metade do valor 

de ϕΔ comparado com PpIX-Metil-Piperazina (Tabela 7). Valores de ϕΔ= 0,20 e 

0,28 foram reportados para outros FSs contendo morfolina como grupo 

substituinte (SINDELO et al., 2019).  

Valor extremamente baixo de ϕΔ = 0,04 também foi observado por Zhu et 

al, em ftalocianina de silício contendo morfolina (ZHU et al., 2006). Note que os 

autores (ZHU et al., 2006) também avaliaram outra ftalocianina de silício 

contendo morfolina, mas com grupo amina quaternária, e observaram ϕΔ = 0,45, 

cerca de dez vezes maior que o outro (ZHU et al., 2006). Isso indica mais uma 

vez que aminas terciárias são supressoras de 1O2 (BERNSTEIN; FOOTE, 1999).  

O fato de PpIX-Morfolina apresentar menor valor ϕΔ que PpIX-Metil-

Piperazina, provavelmente se deve ao fato que os elétrons da amina terciária da 

morfolina estão mais disponíveis para reagir com 1O2 do que com os elétrons da 
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amina terciária da metil-piperazina (BRUICE, 2006). 

Vale salientar que esses valores de ϕΔ menores do que geralmente 

reportados para porfirinas (UCHOA; OLIVEIRA; BAPTISTA, 2010), não significa 

necessariamente que os FS serão menos eficazes para TFD, uma vez que 

explorar apenas ϕΔ não é suficiente para garantir a eficiência da TFD 

(TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019). Por exemplo, Oliveira et al demonstraram 

que, embora o azul de metileno (AM) gere aproximadamente 50% de 1O2 e o 

cristal violeta (CV) produza <0,05% 1O2, o observou-se que CV é mais eficiente 

em eliminar células cancerosas do que o AM (OLIVEIRA et al., 2011).  

Outros trabalhos têm sugerido que o mecanismo de foto-oxidação 

predominante também dependerá do substrato, da distância entre o FS e os 

alvos oxidativos, bem como da concentração de oxigênio (BAPTISTA et al., 

2017). Além disso, reações oxidação contato-dependente desencadeiam a 

formação de radicais que iniciam e propagam reações em cadeia de radicais, o 

que poderia causar danos mais severos em biomoléculas (BACELLAR et al., 

2018; TASSO et al., 2019). 

 

4.8  Estudo de auto-agregação dos FSs em misturas água/metanol ou 

água/DMSO 

 

Nesta etapa do projeto, buscou-se obter informações sobre as 

propriedades espectroscópicas dos auto-agregados e em que condições físico-

químicas eles se manifestam. É conhecido que o efeito de auto-agregação 

influência nas propriedades espectroscópicas de porfirinas, bem como na sua 

eficiência fotodinâmica, captação reduzida pelas células-alvo entre outros 

problemas (SOBCZYŃSKI; TØNNESEN; KRISTENSEN, 2013).  

Para compreender claramente o efeito de água no processo de auto-

agregação e analisar as mudanças espectrais decorrentes de formação de 

espécies auto-agregadas, foram registrados os espectros de absorção eletrônica 

em misturas entre água e metanol variando-se a proporção volume/volume (v/v) 

de 0 a 90%, para concentração fixa de FS (Figura 38). 
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Figura 38 - Espectros de absorção da (A) 11 µM de PpIX, (B) 10 µM de PpIX-
Metil-Piperazina e (C) 8 µM de PpIX-Morfolina em diferentes proporções 

água/metanol (v/v). 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Em metanol puro (100%), todas as moléculas apresentam posição 

(comprimento de onda máximo em 400 nm), intensidade e na forma de bandas 

espectrais características de monômeros (Figura 38). Com o aumento da 

porcentagem de água, observa-se a diminuição e alargamento desta banda.   

Nos derivados de PpIX (Figura 38B e 38C), para misturas com teores de 

água iguais a 80 e 90% observaram-se um deslocamento da banda de 18 nm 

para a região do azul, caracterizando um efeito hipsocrômico, ou seja, um 

deslocamento para um comprimento de onda menor, mas que apresenta maior 

energia (CASAGRANDE; GANDIN; MASSUDA, 2018) caracterizando agregados 

do tipo H que são constituídos por planos empilhados de porfirinas e se 

organizam de forma empacotada (SOBCZYŃSKI; TØNNESEN; KRISTENSEN, 

2013), como já mencionado na introdução – seção 1.3.1.  

 

Figura 39 - Variação da absorbância da (A) PpIX, (B) PpIX-Metil-Piperazina e 
(C) PpIX-morfolina em 400nm em diferentes % água/metanol. 

 

Fonte: A autora (2022). 
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A PpIX apresentou a Concentração Agregacional Crítica (CAC) em ≈ 13% 

água (Figura 39A), ou seja, não temos aparentemente um platô inicial na 

absorbância da solução de água/metanol, levando a considerar que a PpIX 

apresenta ser uma molécula muito hidrofóbica e agrega numa porcentagem 

muito menor de água. 

Podemos observar que a PpIX-Metil-Piperazina mantém a absorbância 

em 400 nm praticamente constante em até 50% de água (Figura 39B), sugerindo 

que provavelmente a PpIX-Metil-Piperazina se encontra no seu estado 

monomérico até essa porcentagem de água. Acima de 50% de água, nota-se 

uma diminuição brusca da absorbância em 400 nm, chegando à ≈ 0,3 em 90% 

de água (Figura 39B).  

Como o gráfico apresentou um perfil sigmoide, foi realizado o ajuste de 

Boltzman que permite inferir qual porcentagem de água (valor do eixo X) em que 

o valor de absorbância se encontra à 50% do decaimento da curva sigmoide. Em 

60% temos a CAC onde observamos uma diminuição da absorbância, sugerindo 

que a porfirina não se apresenta em estado monomérico.  

Para a molécula PpIX-Morfolina tem-se um platô em até ≈ 70% de água, 

acima dessa porcentagem observa-se uma diminuição significativa da 

absorbância em 400 nm. O ajuste da equação de Boltzman, nos dados 

experimentais aponta um valor de CAC de 80% de água (Figura 39C). Os dados 

indicam que PpIX-Morfolina possui maior capacidade de ficar em estado 

monomérico sob concentrações maiores de água comparado com a PpIX-Metil-

Piperazina. 

Sabe-se que durante a formulação de preparações de medicações a 

agregação em soluções aquosas é uma grande barreira (SOBCZYŃSKI; 

TØNNESEN; KRISTENSEN, 2013). Como já discutimos, os derivados da PpIX 

demonstraram maior solubilidade em solventes orgânicos, mas para 

administração em seres humanos é necessário cuidado quanto a toxicidade dos 

solventes que podem ser ministrados em meio biológico (PERUZZO, 2018).  

O DMSO ainda é utilizado como veículo para preparações tópicas por ser 

um solvente hidroscópico e ser estável frente a proteínas e esteroides 

(STURION, 2011) e ainda por aumentar a permeação na pele (ALONSO et al., 

2016). Assim, também propusemos avaliar em quais condições físico-químicas 

auto-agregados se formam em misturas de água/DMSO.  
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Foram registrados os espectros de absorção eletrônica em misturas entre 

água e DMSO variando-se a proporção volume/volume (v/v) de 0 a 90%, para 

concentração fixa de FS (Figura 40). 

 

Figura 40 - Espectros de absorção da (A) PpIX, (B) PpIX-Metil-Piperazina e (C) 
PpIX-Morfolina em diferentes proporções água/DMSO (v/v). 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

A PpIX apresenta bandas espectrais características de monômeros até 

40% de água; em 50% a banda Soret de absorção diminuiu bruscamente, e em 

maiores porcentagens já apresenta o espectro de absorção deslocado para a 

região do vermelho, ou seja, em comprimento de onda maiores, com bandas 

bem alargadas (Figura 40A). 

Já no caso da PpIX-Metil-Piperazina em 50% de água observamos uma 

diminuição de intensidade da banda de absorção e em 90% temos um 

alargamento na banda Soret e aumento da linha base (Figura 40B), indicando a 

presença de moléculas agregadas (MYRZAKHMETOV et al., 2021). 

Em DMSO puro (100%), a PpIX-Morfolina apresenta bandas espectrais e 

intensidade mais uniforme até 70% de água, e em maiores porcentagens de 

água tem-se uma diminuição na intensidade e um pequeno deslocamento no 

comprimento de onda em 8 nm para a região do azul (Figura 40C), 

caracterizando um deslocamento hipsocrômico, que sugere a formação de 

agregados do tipo H novamente, ou seja, a deslocalização para o azul pela 

ocorrência de estabilização do estado fundamental. 
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Figura 41 - Variação da absorbância em 407 nm da (A) PpIX, (B) PpIX-Metil-
Piperazina e (C) PpIX-Morfolina em diferentes % água/DMSO. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Na mistura água/DMSO podemos observar que a PpIX apresentou um 

platô em até ≈ 40% de água, tendo logo em seguida uma diminuição na 

absorbância, apresentando um CAC de 45% (Figura 41A).  

Já no caso da molécula PpIX-Metil-Piperazina temos a CAC em 75% de 

água onde provavelmente a formação de agregados torna-se maior (Figura 41B), 

promovendo assim, uma baixa absorbância em meio reacional diferente do que 

observado quando a molécula se encontra em forma de monômero.  

Para a PpIX-Morfolina, a CAC obtida está em torno de 90% onde a 

formação de agregados torna-se maior e a absorbância diminui como observado 

na Figura 41C. 

Sendo assim, podemos observar que a mistura de água/DMSO 

apresentou a concentração agregacional crítica maior para todas as porfirinas 

em comparação com a mistura de água/metanol, isso ocorre devido à natureza 

do solvente. 

 

4.9  Avaliação da interação da HSA com derivados da PpIX 

 

Uma vez que HSA permite a ligação de uma ampla gama de compostos 

exógenos e endógenos, possibilitando seu transporte dentro do corpo humano, 

é importante saber a afinidade do FS à albumina. O grau de ligação das porfirinas 

às proteínas séricas pode afetar a biodistribuição e a farmacocinética do FS e, 

por consequentemente ter forte influência na localização intracelular final 

(MALATESTI; MUNITIC; JURAK, 2017).  
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Com o intuito de compreender o efeito dos grupos periféricos (Metil-

Piperazina e Morfolina) das porfirinas no comportamento de ligação na proteína, 

investigamos a interação de derivados de PpIX com HSA por espectroscopia de 

fluorescência. 

Preparou-se a solução de HSA em tampão PBS e registrou-se o espectro 

de absorbância e fluorescência, antes de adicionar porfirinas (Figura 42). Note 

que o espectro de HSA apresenta banda eletrônica em 280 nm correspondente 

a transições n → π*, associado com o resíduo de aminoácido de triptofano (Trp) 

(JOSEPH R. LAKOWICZ, 2006). 

 

Figura 42 - Espectros de absorção eletrônica e fluorescência da HSA (100 µM) 
em tampão PBS, pH 7.4. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Depois de preparada HSA em PBS, adicionou-se alíquotas de porfirina 

(PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-Morfolina), e mediu-se os respectivos espectros 

de fluorescência (Figura 43).  

Note que a adição de alíquotas de solução dos FS causou uma diminuição 

gradual da intensidade dessa banda, como ilustra na Figura 43 para o sistema 

[PpIX-Metil-Piperazina] -HSA e [PpIX-Morfolina] -HSA. 

 

Figura 43 - Espectro de fluorescência da solução de HSA (100 µM) em PBS pH 
7,4 sob adições sucessivas de (A) PpIX-Metil-Piperazina e (B) PpIX-Morfolina.  
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Temperatura = 35ºC, λexc = 280nm, fendas de excitação e emissão de 5 nm e 
20 nm. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Esta diminuição de intensidade da fluorescência da HSA em presença de 

FS, é atribuída às mudanças conformacionais dos microambientes proteicos 

próximos aos resíduos de aminoácidos, em especial, aos fragmentos de 

triptofano (NETO et al., 2020). 

Existem dois principais locais de ligação na estrutura da HSA: as 

subunidades I e II localizadas no subdomínio IIA e IIIA, respectivamente, mas 

também há estudos que relatam que a HSA também apresenta um local de 

ligação externa para compostos que possuem um elevado volume estérico como 

a PpIX (local III, localizado no subdomínio IB) (MENEZES, 2019). 

A supressão de fluorescência refere-se a qualquer processo que envolve 

a diminuição da intensidade de fluorescência de uma amostra em estudo, por 

isso podemos considerar os derivados de PpIX como substâncias supressoras 

de fluorescência da albumina humana.  

Para quantificar a capacidade de cada porfirina suprimir fluorescência da 

HSA, utilizou-se a equação de Stern-Volmer (Equação 5). Os gráficos de F0/F 

em função da concentração dos compostos PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-

Morfolina estão apresentados na Figura 44. 
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Figura 44 - Gráficos de Stern-Volmer da interação (A) [PpIX-Metil-Piperazina] -
HSA e (B) [PpIX-Morfolina] -HSA, em tampão PBS pH 7,4, temperatura = 35ºC, 

λexc = 280 nm, fendas de excitação e emissão de 5 nm e 20 nm. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Aplicando o tratamento matemático de Stern-Volmer para a supressão de 

fluorescência com os valores corrigidos verificou-se que o gráfico F0/F em função 

da concentração do composto apresentou perfil linear para PpIX-Metil-

Piperazina, enquanto para a PpIX-Morfolina não temos uma reta aparente. A 

partir da regressão linear da equação de Stern-Volmer (Equação 5) foram 

obtidos os valores da constante de supressão de Stern-Volmer (Ksv), que são os 

coeficientes angulares das retas (Tabela 8). 

Uma vez definido a constante de supressão (Ksv), faz se necessário 

avaliar o grau de interação entre o FS e a proteína, onde quanto maior a afinidade 

entre a droga e a proteína, maior sua constante de ligação (Kb).  

A afinidade de um composto com a albumina pode ser inferida pelos 

valores da constante de ligação e pelo número de sítios ocupados pelo composto 

na estrutura proteica. Um dos métodos para se calcular esse grau de associação 

entre FS e proteína é utilizando uma equação modificada de Stern-Volmer 

(Equação 7) em sua forma logarítmica, onde constrói-se um gráfico de log[(F0/F) 

/F] em função de log[supressor] (VASCONCELOS, 2019) como podemos 

analisar na Figura 45.  

 

Figura 45 - Gráficos de log[(F0/F) /F] em função de (A) log [PpIX-Metil-
Piperazina] e (B) log [PpIX-Morfolina]. HSA 100 µM em tampão PBS pH 7.4; 
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λexc = 280nm, fendas de excitação e emissão de 5 nm e 20 nm, 
respectivamente. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Tabela 8 - Constante de Stern-Volmer (Ksv), constante associação (Kb) e 
número de sítios de ligação (n) dos derivados de PpIX com HSA (solução 100 

μmol L−1 de HSA em tampão PBS, pH 7.4). 

FS Ksv (mol/L) Kb (mol/L) n 

PpIX-Metil-Piperazina 1,29 x 104 4,80 x 103 0,70 

PpIX-Morfolina 4,29 x 104 1,36 x 102 0,71 

Fonte: A autora (2022). 

 

A Tabela 8 mostra valores de Ksv = 1,29 x 104 para PpIX-Metil-Piperazina 

e Ksv = 4,29 x 104 para PpIX-Morfolina, ambos os valores estão acima de 103 

sugerem que há uma interação entre os compostos e a estrutura da HSA 

(FOLETTO, 2019).  

Já os resultados obtidos para a constante de associação (Kb) 

demonstraram não estar na mesma ordem de grandeza e além disso, são 

valores baixos sugerindo uma fraca capacidade de ligação com a HSA 

(VIECELLI et al., 2020). 

O número de sítios de ligação (n) em torno de 0,7 sugere a presença de 

1 sítio de ligação para os compostos nas subunidades HSA (FOLETTO, 2019), 

ou seja, a PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-Morfolina apresentam sítios de ligação 

com a HSA. 

Vale salientar que o menor valor de Kb para PpIX-Morfolina, teve influência 

da auto-agregação dessa molécula em sistema aquoso. Os espectros de 
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absorbância também foram monitorados, e observou-se perfil espectroscópico 

de agregado porfirínico, ou seja, alargamento das bandas e aumento da linha 

base (Figura 46).  

 

Figura 46 - Espectros de absorção eletrônica da HSA (100 µM) em tampão 
PBS em presença de (A) PpIX-Metil-Piperazina e (B) PpIX-Morfolina em 

DMSO. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Como podemos observar a PpIX-Metil-Piperazina exibiu um espectro de 

absorção característico de porfirinas no estado agregado, mas ainda com uma 

banda Soret distinta em torno de 400 nm e suas bandas Q em torno de 500 a 

700 nm, sendo um pouco deslocadas e alargadas. Enquanto para PpIX-

Morfolina tem-se um espectro com a banda Soret e as bandas Q mais 

deslocadas para região de menor energia do espectro e sem picos distintos, 

comparado a PpIX-Metil-Piperazina (Figura 46).  

Contudo, em ambos o caso é possível verificar o pico de absorção 

característico da HSA em 280 nm. Também foram registrados os espectros de 

emissão de fluorescência das porfirinas (Figura 47), e observou-se que a 

intensidade de emissão em torno de 690 nm em função da concentração de 

porfirina possui um perfil linear (Figura 48).  
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Figura 47 - Fluorescência da solução de HSA (100 µM) em PBS e (A) PpIX-
Metil-Piperazina e (B) PpIX-Morfolina, λexc = 408 nm, fendas excitação e 

emissão de 5 nm e 10 nm, respectivamente. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

Figura 48 - Representação gráfica da intensidade em determinado 
comprimento de onda em razão da concentração de (A) PpIX-Metil-Piperazina 
e (B) PpIX-Morfolina em presença de HSA (100 µM), λexc = 408 nm, fendas 

excitação e emissão de 5 nm e 10 nm, respectivamente. 

 

Fonte: A autora (2022). 

 

O perfil linear do espectro de fluorescência das porfirinas em presença de 

HSA, sugere que uma fração de porfirina está solúvel em sistema aquoso no 

estado monomérico, podendo interagir com a proteína. 

 

4.10 Incorporação dos FSs em células HeLa 

 

A incorporação do FS no tecido doente é tão importante quanto a 

formação de oxigênio singleto, sendo que a incorporação é um fator dependente 
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da interação do FS com sistemas biológicos, principalmente com biomoléculas 

como proteína e lipídios (UCHOA-FERNANDES, 2007).  

Este processo é extremamente fundamental para o modo seletivo e eficaz 

de tratamento. Estudos de absorção ou incorporação celular também são 

importantes para identificar fotossensibilizadores eficazes na TFD 

(MASCHERONI et al., 2019). As características de absorção/incorporação 

celular de uma molécula são críticas para sua aplicação como agente 

terapêutico. Para apresentar citotoxicidade, é necessário que o composto 

transpasse a membrana celular que contém, principalmente, lipídios e proteínas 

de membrana para regular a entrada e saída de substâncias na célula (NELSON; 

COX, 2014).  

Citometria de fluxo, UV-Vis e espectroscopia de fluorescência são alguns 

métodos utilizados para determinar o acúmulo intracelular de compostos que 

possuem transição eletrônica detectável na região UV-Vis e/ou emissão de luz 

(PUCKETT; BARTON, 2007; TSUBONE, 2017). 

O percentual de incorporação das porfirinas em células HeLa foi medido 

a partir dos espectros de absorção das porfirinas, onde a área integrada da 

banda Soret das porfirinas entre 325 à 440 nm foi analisada. A Figura 49 foi 

obtida utilizando a equação 8 descrita na metodologia. 

 

Figura 49 - % Incorporação celular das porfirinas 10 µM incubados por 24 horas 
em células HeLa. As barras representam a média ± desvio médio de dois 

experimentos independentes com 4 repetições em cada experimento (n = 8). 

 

Fonte: A autora (2023). 

 

Como podemos observar, a molécula da PpIX apresenta menor 
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incorporação nas células do tipo HeLa comparando as outras duas porfirinas que 

foram sintetizadas (Figura 49), o que sugere que as modificações propostas nas 

ramificações das porfirinas trouxeram melhoria na incorporação das células 

HeLa, o que pode estar relacionado com a interação com biomoléculas. 

Como já discutido anteriormente, as modificações trouxeram melhorias na 

capacidade da PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-Morfolina em ambientes aquosos 

de estarem na forma monomérica, possibilitando assim, uma maior quantidade 

dos FS estarem disponíveis para incorporação. Além disso, Liu et al. (2017), 

relata em seu estudo que a adição da Piperazina aumentou a incorporação tanto 

em células como em DNA, ou seja, sugerindo que a modificação proposta trouxe 

melhoria na incorporação como pode ser observado (LIU et al., 2017).  

Uchoa-Fernandes (2007) relata que compostos contendo derivados de 

amina e de amônio quaternário apresentam incorporação maior de quatro a cinco 

vezes maior na apresentada por Hp IX (UCHOA-FERNANDES, 2007). 

Note também que a PpIX-Metil-Piperazina possui maior incorporação 

(34%) comparado com PpIX-Morfolina (28%) – Figura 49, o que condiz com os 

resultados de ligação em HSA, no qual Kb da PpIX-Metil-Piperazina (4,80 x 103 

M) foi maior do que Kb da PpIX-Morfolina (1,36 x 102 M) – ver Tabela 8.  

 

4.11  Citotoxicidade e Fototoxicidade dos FSs em células HeLa 

 

Substâncias novas, sintéticas ou naturais, que apresentem atividades e 

que são consideradas candidatas a uso farmacêutico devem ser testadas 

extensivamente quanto a sua toxicidade, antes de serem liberadas para o uso. 

Tradicionalmente os testes de toxicidade podem envolver como reagente 

biológico animais, entretanto a tendência atual é a substituição por métodos in 

vitro (ESTEVES-PEDRO, 2013).  

Experimentos de cultivo de células são uma ferramenta de estudo que 

possibilita investigar interações especificas que ocorrem em nível celular, além 

de minimizar a utilização de animais para vários testes. Em condições 

apropriadas, a maioria das células, tanto animais quanto vegetais, podem viver, 

multiplicar e expressar diferentes propriedades. Estas células podem ser 

observadas continuamente sob um microscópio e serem analisadas 

morfologicamente e bioquimicamente, o que possibilita estudar a morte celular, 
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quanto a adição de moléculas ou substâncias especificas (TAVEIRA, 2007). 

A citotoxicidade das porfirinas foi investigada em células tumorais 

(linhagem HeLa) em concentrações variadas (0 a 20 µM) na ausência de luz. 

Conforme mostrado na Figura 50, a PpIX e os dois derivados não 

apresentam toxicidade significativa para as células HeLa até uma concentração 

de até 0,1 µM no escuro. Mas para concentrações maiores é possível ver a 

toxicidade mesmo no escuro para as células HeLa, sendo assim, para avaliar a 

atividade fototóxica dos FSs voltado para a terapia fotodinâmica utilizando um 

LED verde (522 nm, 2 J/cm2 de luz dose) foram planejadas as concentrações 

menores que 0,5 µM. 

 

Figura 50 - % Viabilidade celular em função da concentração (µM) da PpIX, 
PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-Morfolina após 24 hs de incubação no escuro em 

HeLa. As barras representam a média ± desvio médio de três experimentos 
independentes com repetições em cada experimento (n=7). 

 

Fonte: A autora (2023). 

 

Os resultados preliminares para as células HeLa mostraram que a PpIX 

apresentou maior citotoxicidade a partir da concentração de 3 µM, enquanto a 

PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-Morfolina em 0,5 µM já observamos citotoxicidade. 

A partir de 7 µM não há diferença significativa na citotoxicidade entre as 

porfirinas para a linhagem HeLa. 

Após a determinação da faixa de concentração citotóxica para as células 

HeLa com o uso dos FSs, foram realizados os experimentos de viabilidade 

celular pelo método MTT com irradiação luminosa (LED Verde, λmáx = 522 nm, 
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dose ≈ 2 J/cm2) para avaliar o efeito fotodinâmico (ou fototoxicidade) das 

porfirinas em HeLa (Figura 51). 

A exposição das células HeLa com luz do LED verde e a adição das 

porfirinas reduziu significativamente da viabilidade celular de forma dependente 

da concentração (Figura 51) quando comparado com o grupo controle apenas 

com luz visível e sem FS (0 µM). Alguns estudos já relataram de células HeLa 

expostas a PpIX confirmaram sua maior sensibilidade à terapia fotodinâmica 

(JANKOWSKA; WIECEK; BURCZYNSKA, 2008). 

 

Figura 51 - % Viabilidade celular em função da concentração (nM) da PpIX, 
PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-Morfolina após 24 hs de incubação e irradiação 
com LED verde (λmáx = 522 nm ± 10 nm, dose de luz ≈ 2 J/cm2) em HeLa e 

viabilidade celular versus log [concentração] da PpIX, PpIX-Metil-Piperazina e 
PpIX-Morfolina para determinação do IC50 com irradiação em HeLa. As barras 
representam a média ± desvio médio de quatro experimentos independentes 

com repetições em cada experimento (n=11). 

 

Fonte: A autora (2023). 

 

Como podemos observar, os estudos de fototoxicidade em células de 

câncer do tipo HeLa revelaram que a PpIX apresentou fototoxicidade a partir de 

200 nM. Enquanto para ambos os derivados, a mudança estrutural proposta para 

a PpIX possibilitou um aumento de fototoxicidade em células tumorais resultando 

em decréscimo da viabilidade celular com irradiação a partir de 100 nM (Figura 

51). 

Os valores de IC50 para fototoxicidade das células irradiadas foram 

determinados pelos gráficos de % viabilidade celular versus log[concentração] 

das porfirinas (Figura 51) para a linhagem celular HeLa, e estão apresentados 
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na Tabela 9. 

 

Tabela 9 - Valores de IC50 (nM) com irradiação de LED verde (λmáx = 522 nm 
± 10 nm, dose de luz ≈ 2 J/cm2) da PpIX, PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-

Morfolina na linhagem celular HeLa. 

Composto IC50 (nM) em HeLa 

PpIX 205 (± 64) 

PpIX-Metil-Piperazina 97 (± 12) 

PpIX-Morfolina 112 (± 39) 

Fonte: A autora (2023). 

 

 Observamos que a PpIX-Metil-Piperazina apresentou o valor de IC50 1,16 

vezes menor comparado com a molécula PpIX-Morfolina, indicando que a PpIX-

Metil-Piperazina é mais fototóxica (Tabela 8). 

O IC50 da PpIX obtido é aproximadamente 2,12 vezes maior em 

comparativo com a PpIX-Metil-Piperazina, e 1,83 vezes maior que a PpIX-

Morfolina, ou seja, ambos os novos derivados foram mais fototóxicos que PpIX 

(Figura 51 e Tabela 9), provavelmente devido à maior incorporação destas 

moléculas em células (Figura 49). 

Isso mostra que os fragmentos de piperazina e morfolina foram capazes 

de aumentar a interação com proteína e incorporação em células comparado 

com seu precursor PpIX, e consequentemente melhorar a atividade 

fotodinâmica. 

Além disso, a maior fototoxicidade da PpIX-Metil-Piperazina em relação à 

PpIX-Morfolina também está diretamente correlacionado com a maior interação 

desta molécula com HSA e maior incorporação em células, o que sugere a 

importância de se planejar moléculas FS capazes de interagir bem com 

biomoléculas.  

Pavani (2009) relata em que também observou maior fototoxicidade em 

paralelo com o aumento na incorporação nas células em porfirinas de base livre 

e tratadas com zincoporfirinas (PAVANI, 2009). 
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4.12  Citotoxicidade e Fototoxicidade dos FSs encapsulados em sistemas 

poliméricos 

 

Os efeitos benéficos de formulações poliméricas-FS residem em sua 

excelente dispersão coloidal em água que permite a solubilização do FS 

hidrofóbico em condições fisiológicas e o acúmulo aprimorado nos locais do 

tumor por meio do efeito de permeabilidade e retenção. Os sistemas poliméricos 

foram considerados como veículos de entrega prospectivos para cargas úteis de 

FS na TFD (LI; HUH, 2014). 

Sendo assim, a fototoxicidade das porfirinas encapsuladas em 

formulações poliméricas de P407 ou P407+CMC foram investigadas em células 

tumorais do tipo HeLa nas mesmas concentrações utilizadas com FS não 

encapsulado (50 a 300 nM).  

Conforme mostrado na Figura 52, ambas as formulações demonstraram 

toxicidade em células do tipo HeLa mesmo no escuro. 

 

Figura 52 - % Viabilidade celular em função da concentração (nM) da PpIX, 
PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-Morfolina após 24 hs de incubação no escuro em 
HeLa. (A) Formulado P407 e (B) Formulado P407-CMC. As barras apresentam 
a média ± desvio médio de dois experimentos independentes com repetições 

em cada experimento (n = 6). 

 

Fonte: A autora (2023). 

 

Como controle, utilizamos apenas o polímero (P407 ou P407+CMC) na 

mesma concentração de polímero utilizado em 300nM de FS (maior 

concentração de FS). Nota-se que apenas o polímero P407 apresentou 
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viabilidade celular próxima de ~25% (Figura 52A), valor muito próximo (38%) da 

viabilidade celular quando se utilizou 300 nM FS com mesma massa do polímero 

no tratamento controle. Isso sugere, que o polímero por si só apresenta 

toxicidade. Portanto, provavelmente a diminuição de % viabilidade em função da 

concentração de FS, na realidade é referente ao aumento da massa de polímero 

(Figura 52). O mesmo foi observado para a blenda polimérica P407+CMC – 

Figura 52B. 

O que podemos perceber que o formulado de P407 apresentou viabilidade 

celular próxima de 25%, não sendo possível assim considerar a toxicidade do 

Formulado-Porfirina.  

Já no caso de P407-CMC, observa-se uma viabilidade celular em torno 

de 70%, ou seja, apresentou toxicidade em células tumorais do tipo HeLa mesmo 

no escuro, não sendo possível considerar também a toxicidade dos formulados 

junto as porfirinas. 

Os ensaios foram também realizados com irradiação com a luz de LED 

verde (λmáx = 522 nm, dose ≈ 2 J/cm2), a fim de verificar o efeito fotodinâmico. 

 

Figura 53 - % Viabilidade celular em função da concentração (nM) da PpIX, 
PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-Morfolina após 24 hs de incubação e irradiação 
com LED verde (λmáx = 522 nm, dose ≈ 2 J/cm2) em HeLa. (A) Formulado 
P407 e (B) Formulado P407-CMC. As barras representam a média ± desvio 

médio de dois experimentos independentes com repetições em cada 
experimento (n=6). 

 

Fonte: A autora (2023). 

 

Nota-se que tanto no escuro (Figura 52) como no irradiado (Figura 53) as 
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misturas de P407-Porfirina e P407/CMC-Porfirina apresentaram % viabilidade 

semelhantes, ou seja, a irradiação não resultou em fototoxicidade como 

observado para células tratadas com luz e FS não encapsulado (Figura 51). Isso 

sugere que além dos sistemas poliméricos utilizado apresentarem determinada 

toxicidade, os mesmos diminuíram a atividade fotodinâmica das porfirinas.  

Os resultados obtidos ocorreram provavelmente devido a dificuldade na 

solubilização das porfirinas nos sistemas poliméricos e ainda devido a 

porcentagem adicionada na formulação (0,001% (m/m)). Segundo Da Silva et al 

(2021), relata adicionar à formulação cerca de 1% (p/p) de ERI ou ERIs (Da Silva 

et al, 2021).    

 

5  Conclusão 

 

Os espectros eletrônicos de absorção obtidos das porfirinas inéditas 

sintetizadas ficaram semelhantes a molécula precursora, PpIX, assim como a 

maior parte das propriedades fotofísicas das moléculas (ε, ϕf, ϕΔ), levando em 

consideração que o cromóforo não sofreu alteração, somente as ramificações. 

No geral, as modificações químicas da PpIX descritas aqui não levaram a 

mudanças importantes nas propriedades fotofísicas do FS, como esperado. De 

fato, nosso objetivo era alterar apenas a biodisponibilidade e, 

consequentemente, a eficiência da fotocitotoxicidade, mantendo as propriedades 

fotofísicas. 

A PpIX-Metil-Piperazina e PpIX-Morfolina mostraram fotoestabilidade no 

tempo de 100 minutos sob irradiação de LED verde (λmáx = 522 nm). Nos estudos 

feitos de auto-agregação dos compostos em meio aquoso foi possível verificar 

que as modificações das ramificações propostas trouxeram melhor solubilidade 

em água comparada a PpIX, tanto em misturas água-metanol e água-DMSO. 

Os estudos de interação HSA-porfirina em tampão PBS, demonstraram 

que PpIX-Metil-Piperazina possui maior interação com HSA (Kb = 4,80 x 103 

mol/L) que PpIX-Morfolina (Kb = 1,36 x 102 mol/L). Além disso, o número de sítios 

de ligação obtidos sugere a presença de 1 sítio de interação dos compostos com 

uma das subunidades HSA.  

Nos estudos de % incorporação dos compostos em HeLa, a porcentagem 

de incorporação dos dois derivados novos de PpIX foi maior que deu precursor 
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(PpIX), sugerindo que as porções metil-piperazina e morfolina são capazes de 

aumentar a incorporação das moléculas em células. Além disso, a PpIX-Metil-

Piperazina apresentou maior incorporação (34%) em células HeLa comparado 

com PpIX-Morfolina (28%). Esses dados estão alinhados com os resultados de 

constante de ligação (Kb) em HSA, no qual PpIX-metil-piperazina interage mais 

com HSA que PpIX-Morfolina. Juntos, os dados sugerem que o fragmento metil-

piperazina melhora a interação do FS com biomolécula (e.g. proteína) e 

consequentemente, sua incorporação em células. 

Em relação a toxicidade dos compostos em células tumorais, os ensaios 

de viabilidade realizados mostraram que a PpIX-Metil-Piperazina possui valor de 

IC50 aproximadamente 1,16 vezes menor que a PpIX-Morfolina, portanto é mais 

fotototóxica. Novamente, indicando que a maior interação da PpIX-Metil-

Piperazina com HSA e maior incorporação em células contribui para melhor ação 

fotodinâmica do FS em células. 

Os FS encapsulados em sistemas poliméricos (P407 e P407+CMC) não 

são viáveis para serem utilizados na TFD, pois o polímero apresentou 

determinada toxicidade para as células e diminuiu a atividade fotodinâmica dos 

FS, provavelmente devido a proporção utilizada em FS-Polímero. 
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