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RESUMO

O cancer de mama triplo negativo € um subtipo altamente agressivo, caracterizado pela
auséncia de trés receptores: de estrogénio (ER), de progesterona (PR) e do fator de crescimento
epidérmico humano 2 (HER2), eliminando opg¢des de terapias-alvo convencionais. Nesse
contexto, a Terapia Fotodinamica (TFD) surge como alternativa promissora, desde que
fotossensibilizadores (FS) eficientes sejam empregados. Este trabalho avaliou as propriedades
fotofisicas e atividade bioldgica de dois novos derivados do azul de metileno (AM),
denominados AM-NMP, derivado com um grupo dimetilamino substituido por um grupo naftil-
metil-piperazina e AM-I (cloreto de 3-(dimetilamino)fenotiazina-5-i0), frente a linhagem de
cancer de mama triplo negativo (MDA-MB-231). Os ensaios espectroscopicos revelaram que
o AM-NMP apresenta coeficiente de absortividade molar elevado (€= 5,1 x 10* L-mol™'-cm™),
enquanto o AM-I exibiu ¢ significativamente menor (= 1,0 x 10* L-mol*-cm™), o que
representa eficiéncia de absor¢do de fotons cerca de cinco vezes menor. Os novos derivados
apresentaram rendimentos quanticos de fluorescéncia (®r) reduzidos em comparagdo ao azul
de metileno (®r= 0,04), sendo o valor para 0 AM-NMP aproximadamente dez vezes menor (®r
=0,0041) e para 0 AM-I cerca de duas vezes menor (®r= 0,020). Ja o rendimento quantico de
oxigenio singlete (Oa) mostrou-se baixo para ambos os derivados (= 0,021), em contraste com
0 AM (0,52). Apesar dessas limitagdes, os dois compostos exibiram boa fotoestabilidade até 22
minutos de irradiagdo, assegurando desempenho adequado dentro das condi¢des experimentais
dos ensaios biologicos, que requerem apenas 12 minutos de exposicao a luz. Nos ensaios de
viabilidade celular, nenhum dos compostos apresentaram citotoxicidade no escuro nas
concentragdes testadas (0,1 uM a 10 uM) em células de MDA-MB-231. Ja sob irradiagdo com
LED vermelho (A = 633 nm, dose = 5 J-cm™2), 0 AM apresentou ICso = 3,1 uM, 0 AM-NMP =
6,7 uM e o0 AM-I ndo demonstrou fototoxicidade (ICso > 10 uM). Esses resultados indicam que
0 AM-NMP mantém fotoatividade promissora (ICso < 10 pM), ainda que inferior ao AM,
enquanto o AM-I se mostrou ineficiente para a aplicagdo proposta. De forma geral, as
modificagdes estruturais ndo resultaram em maior eficacia fotodinamica em relagdo ao azul de
metileno, mas os dados obtidos fornecem subsidios importantes para a compreensao das

relagdes estrutura-atividade e apontam caminhos para otimizagdes futuras.

Palavras-chave: terapia fotodinamica (TFD), derivados de azul de metileno, cancer de mama.



ABSTRACT

Triple-negative breast cancer is a highly aggressive subtype characterized by the absence
of three receptors—estrogen (ER), progesterone (PR), and human epidermal growth factor
receptor 2 (HER2)—which eliminates the possibility of conventional targeted therapies. In this
context, Photodynamic Therapy (PDT) emerges as a promising alternative, provided that
efficient photosensitizers (PS) are employed. This study evaluated the photophysical properties
and biological activity of two novel methylene blue (MB) derivatives, AM-NMP, derivative in
which one dimethylamino substituent is replaced by a naphthyl-methyl-piperazine group and
AM-I (3-(dimethylamino)phenothiazin-5-ium chloride), against the triple-negative breast
cancer cell line MDA-MB-231. Spectroscopic assays revealed that AM-NMP displayed a high
molar absorptivity coefficient (¢ = 5.1 x 10* L-mol'-cm™), whereas AM-I showed a
significantly lower value (¢ = 1.0 x 10* L-mol™'-cm™), corresponding to nearly five-fold lower
photon absorption efficiency. Both derivatives exhibited reduced fluorescence quantum yields
(®r) compared to MB (®r = 0.04), with AM-NMP being about ten times lower (®f = 0.0041)
and AM-I about two times lower (®r= 0.020). The singlet oxygen quantum yield (®a) was also
low for both derivatives (= 0.021), in contrast with MB (0.52). Despite these limitations, both
compounds showed good photostability up to 22 minutes of irradiation, ensuring adequate
performance under the biological experimental conditions, which required only 12 minutes of
light exposure. Cell viability assays demonstrated no dark cytotoxicity for any compound at the
tested concentrations (0.1-10 pM) in MDA-MB-231 cells. Under red LED irradiation (A = 633
nm, dose = 5 J-cm™?), MB exhibited ICso = 3.1 uM, AM-NMP = 6.7 uM, while AM-I showed
no phototoxicity (ICso > 10 uM). These results indicate that AM-NMP retains promising
photoactivity (ICso < 10 uM), although less effective than MB, whereas AM-I proved inefficient
for the proposed application. Overall, the structural modifications did not enhance PDT efficacy
compared with methylene blue, but the findings provide important insights into structure—

activity relationships and highlight future directions for optimization.

Keywords: photodynamic therapy (PDT), methylene blue derivatives, breast cancer.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer

O cancer consiste em um grupo de doencgas caracterizado pela proliferacao celular de
forma desordenada e que sdo capazes de invadirem tecidos e 6rgaos diversos. Células saudaveis
se multiplicam de forma controlada por meio da divisdo celular ordenada, sendo responsaveis
pela regeneracao de tecidos e 6rgdos. Células cancerosas, no entanto, apresentam crescimento
desordenado formando células andmalas causando problemas na area afetada e o organismo
como um todo (OLIVEIRA, 2020).

Os casos de cancer, em sua maioria (80 a 90%), sdo causados por fatores ambientas que
compreendem estilo e habitos de vida, como a exposi¢do excessiva ao sol, tabagismo, manuseio
de produtos quimicos, dentre outros. Fatores internos como pré-disposi¢cdo genética, condigdes
imunes e alteragdes hormonais também podem levar ao surgimento de cancer (COLEMAN;
TSONGALIS, 2002).

Os dados do Global Cancer Observatory mostraram que em 2022 o cancer foi
responsavel pela segunda maior causa de morte no mundo, com uma estimativa de 9,7 milhdes
de mortes e 20 milhdes de novos casos sendo o cancer de pulmao o mais incidente (2,5 milhdes
de casos), em seguida o de mama feminino (2,3 milhdes), cancer colorretal (1,9 milhdes),
seguidos pelo cancer de prostata e o de estomago (BRAY et al., 2024) Sendo que 1 a cada cinco
pessoas desenvolve cancer ao longo da vida, em relacdo a taxa de mortalidade, 1 em cada 9
homens e 1 em cada 12 mulheres morrem da doenga (BRAY et al., 2024).

Sabe-se que o tipo de cancer varia em cada regido, de acordo com fatores sociais € com
o desenvolvimento econdmico do pais. No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA)
estima cerca de 704 mil novos casos por ano para o triénio 2023-2025, sendo os mais incidentes:
cancer de pele ndo melanoma (31,3%), mama feminina (10,5%), préstata (10,2%), c6lon e reto

(6,5%), pulmao (4,6%) e estomago (3,1%) (INCA, 2023).
1.2 Cancer de mama

Dentre os tipos de cancer, destaca-se o cancer de mama feminino por sua grande
incidéncia na populagdo, ficando atras somente do cancer de pulmao mundialmente e do cancer
de pele ndo melanoma no Brasil. Uma das classificacdes de cancer de mama se baseia na
expressao dos receptores de estrogénio (ER), progesterona (PR) e do receptor do fator de

crescimento epidérmico humano 2 (HER2), bem como no indice de proliferagdo celular Ki-67,
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expresso como a porcentagem de células tumorais ativas. Sendo que, valores baixos estao
associados a tumores com crescimento mais lento apresentando melhor prognostico e valores
elevados sdo associados a tumores mais agressivos, com maior risco de reincidéncia. (PRAT;
PEROU, 2011)

Na Figura 1 ¢ apresentado um esquema dos subtipos de cancer de mama e suas

principais caracteristicas.

Figura 1. Subtipos de cancer de mama e seus marcadores.

Luminal A

HER2 +
Superexpressdo de HER2
Auséncia de receptores
hormonais

~

S

Cancer de
mama

ER + ER +
PR+ - PR+ou-
HER2 - HER2 -
Ki67 baixo Ki67 alto

Luminal B

-

Triplo Negativo
Auséncia de ER, PRe
HER2
Agressivo!

Fonte: Adaptado de (ARANHA, 2025).

Dentre os subtipos, 0 mais agressivo ¢ o cancer de mama triplo negativo (CMTN),
caracterizado pela auséncia de receptores de ER, PR e HER2, o que elimina opg¢des de terapias-
alvo. Logo, seu tratamento fica limitado a quimioterapia (PRAT; PEROU, 2011). Outro aspecto
¢ seu perfil “basal-like”, que consiste em uma alta instabilidade genomica, uma elevada
proliferacdo celular, além de apresentar vias de reparo de DNA defeituosas (BAIRD; CALDAS,
2013).Seu curso clinico agressivo também € ligado a sua maior propensdo a metastase precoce
para o pulmao e sistema nervoso central, apresentando o pior prognostico dentre os subtipos de
cancer de mama (BIANCHINI et al., 2016).

No Brasil, um estudo com 447 pacientes apontou que 19,5 % dos casos de cancer de
mama eram do tipo triplo negativo, com sobrevida em 5 anos de apenas 62,1 %, comparado a
80,8 % aos outros subtipos (GONCALVES et al., 2018). Uma pesquisa do MSD Brasil de 2024,
apontou que 10 a 15% dos casos de cancer de mama sdo do tipo triplo negativo. Sendo que 1
em cada 3 pacientes com o diagnostico pode apresentar recorréncia da doenca dentro de até 3

anos (MSD, 2024).



1.3 Tratamentos convencionais e seus obstaculos

Para o tratamento de cancer existem diferentes abordagens terapéuticas que podem ser

empregadas de forma isolada ou combinada. A escolha do tratamento ¢ dada de acordo com a

localizagao do tumor, tipo histolégico, estagio da doenga e as condi¢des clinicas do paciente.

Os tratamentos convencionais incluem quimioterapia, radioterapia, cirurgias, hormonoterapia

e terapias alvo (MAYO CLINIC, 2025; PETRELLIS, 2014). Em rela¢ao ao cancer de mama

triplo negativo, as opgdes sdo limitadas e seu tratamento se torna desafiador.

Cirurgia: Consiste na remogao cirurgica do tumor ou de toda a area afetada. Para o cancer
de mama ¢ realizada a tumorectomia (retirada do tumor com uma margem de seguranga)
ou a mastectomia (retirada total da mama). Para estagios iniciais pode ser curativa, mas em
estados avangados, apenas paliativo. Pode apresentar complicagdes pds-operatorias e gera
impactos psicoldgicos e na autoestima da paciente (MAYO CLINIC, 2025).

Quimioterapia: No tratamento ¢ utilizado farmacos com carater citotdxico, capazes de

inibir a divisdo celular. Sua utilizacdo gera efeitos adversos como alopecia (queda de
cabelo), nauseas e vomitos, fadiga, mielossupressdo e imunossupressao. Além disso o
tratamento pode apresentar efeitos cardiotoxicos e nefrotoxidade, reduzindo a qualidade de
vida do paciente (MAYO CLINIC, 2025).

Radioterapia: Emprega radiagdo ionizante para destruir células tumorais, geralmente
indicada para tratamento complementar da cirurgia e quimioterapia. Pode causar lesdes em
tecidos saudaveis adjacentes, descamacao e eritema cutaneo, fibrose local e alteracdo da

textura da mama (MAYO CLINIC, 2025).

Hormonoterapia: Sua ag¢do € bloquear os receptores de ER e PR, reduzindo a progressao

de tumores hormonio-dependentes, ndo sendo eficaz contra o cancer de mama triplo
negativo. Pode aumentar o risco de trombose, de doengas cardiovasculares como acidente
vascular cerebral (AVC), altera o humor e libido, além de facilitar o ganho de peso (MAYO
CLINIC, 2025).

Terapias alvo: Atua nos receptores de HER2, responsaveis por proliferacdo celular
excessiva, inibindo esses receptores, a terapia diminui a carcinogénese do tumor. Pode
apresentar cardiotoxicidade, problemas gastrointestinais, além de toxicidade hepatica e
cutanea (MAYO CLINIC, 2025).

Os tratamentos convencionais em sua maioria ndo apresentam uma boa opg¢ao para o

cancer de mama triplo negativo, devido a sua auséncia de alvos terapé€uticos e sua alta
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heterogeneidade molecular. Além disso, os tratamentos que podem ser utilizados, apresentam
efeitos adversos indesejaveis para as pacientes. Diante disso, terapias alternativas emergentes
como a terapia fotodindmica (TFD) sdo estudadas como uma alternativa promissora para o
tratamento de cancer de mama triplo negativo, garantindo uma maior sobrevida e qualidade de

vida para as pacientes.
1.4 Terapia fotodinamica (TFD)

A Terapia Fotodinamica (TFD) combina um composto fotossensibilizador (FS), uma
fonte de luz com comprimento de onda especifico e o oxigénio molecular. Essa combinagao ¢
capaz de gerar espécies reativas que apresentam citotoxicidade, sendo capazes de destruir
células tumorais e vasos sanguineos tumorais o que reduz o suprimento de nutrientes e oxigénio
para estas células. Bem como induzir uma resposta imunologica, pela liberagdo de antigenos
tumorais. A seletividade e eficacia deste tratamento parte do principio de acumular o FS
diretamente nas células do cancer e sua atividade somente ¢ ativada na presenca de luz com
comprimento de onda especifico, sem causar danos a tecidos adjacentes (TOREZAN et al.,
2009).

Para uma melhor visualiza¢do das reagdes que podem ocorrer com a ativacao de um FS,
temos o diagrama de Jablonski (Figura 2), uma representagdo esquematica das transi¢oes de

energia que podem ocorrer com essa ativagao,

Figura 2. Processos que ocorrem para fotossensibilizadores ao serem ativados por luz
ilustrado por um diagrama de Jablonski.

T, + substrato - substrato** + FS™*
FS™*+ 0, - FS + 0,*(...)

Reagdes do tipo |
fS (transferéncia de elétron
s excitado Cruzamento ou hidrogénio)
1

intersistemas

T

Energia
Absorgao
(>ns)

Reagdes do tipo Il
(transferéncia de energia)

Fluorescéncia (~ns)
Fosforescéncia r

o /‘__‘02 (estado singlete) ()
Estado fundamental do FS

Fosforescéncia
k ~1275 nm

“—— 30 (ostado tripioto)
Oxigénio molecular

Fonte: Adaptado de (SANTOS, 2016).



As etapas principais consistem na excitacao do FS pela absor¢ao de luz, partindo de seu
estado fundamental (So) para o estado excitado singlete (S1). O decaimento para o estado
fundamental (So) pode ser realizado com emissao de fluorescéncia ou pela conversao para um
estado excitado triplete (Ti), pelo cruzamento intersistemas (ISC, do inglés instersystem
crossing). A partir do estado excitado triplete (T1), o FS reage com o oxigénio molecular para
gerar espécies reativas de oxigénio (EROs), responsaveis pela agao fototdxica do FS nas células
(SANTOS, 2016).

As EROs podem ser geradas por dois mecanismos principais apos a excitacdo do FS
pela luz:

e Mecanismos tipo I: O FS em seu estado triplete reage diretamente com biomoléculas e outros

componentes do sistema, como oxigénio, para gerar radicais livres: Anion superéxido (Oz"*),
radical hidroxila (*OH) e peroxido de hidrogénio (H20:).

e Mecanismo tipo II: O FS transfere energia para o oxigénio molecular (*0:), convertendo-o

em oxigénio singlete ('O2), sendo a principal espécie na atividade fototoxica da TFD.

Essas espécies sdo quimicamente muito reativas podem levar a uma gama de efeitos
oxidativos em biomoléculas, como proteinas, lipideos ¢ DNA, promovendo danos celulares o
suficiente para que ocorra a destrui¢do da célula e de tecidos. Em relagdo a qual mecanismo
sera favorecido ou ndo na TFD, isso depende da capacidade do FS de gerar EROs e baixa
emissao de fluorescéncia, bem como da concentragdo de oxigénio presente e da distancia entre

o farmaco e o alvo (TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019)
1.5 Fotossensibilizadores

Dentre os fatores importantes para que a TFD ocorra, como a fonte de luz e o oxigénio,
¢ fundamental que o FS empregado seja capaz de absorver luz em um comprimento de onda
especifico para que gere um estado excitado triplete levando a formagdao de EROs de forma
efetiva. Sendo um tratamento emergente, varios estudos foram e sdo realizados para
potencializar a acdo e aumentar a seletividade de moléculas fotoativas (SANTOS, 2018).

As classes de FS mais estudadas sdo as fenotiazinas, fulerenos, ftalocianinas e
porfirinas, além de produtos naturais como a curcumina e a hipericina. Existem
fotossensibilizadores, listados na Tabela 1, que possuem testes clinicos reconhecidos

mundialmente para o tratamento de cancer por TFD.



Tabela 1. Fotossensibilizadores reconhecidos mundialmente para tratamento de cancer, com
testes clinicos aprovados e/ou comercialmente disponiveis.

Nome comercial do

composto Tipo Aplicagdes em cancer
Photofyin® Porfirina Pulmaq, esofago, ducto’b'lhar,
bexiga, cérebro e ovario
Levulan (ALA) — . . . ,
Levulan® Porfirina Pele, bexiga, cérebro e es6fago
Foscan (mTHPC) - . Cabeca e pescogo, pulmao, cérebro,
Clorina o
Foscan® pele e ducto biliar
Verteporfin - Visudyne® Clorina Oftalmico, pancreas e pele
Photochlor (Feoforbida) - . R ~
Photochlor® Clorina Cabega e pescoco, esdfago e pulmao
Laserphyrin - ) ,
Laserphyrin® Clorina Figado, cabeca e pescogo
Tookad - Tookad® Clorina Prostata
Soluble

Fonte: Adaptado de (SANTOS, 2016).

1.6 Azul de metileno

Dentre os tipos de FS estudados para aplicagdo na TFD, destaca-se os corantes da
familia das fenotiazinas, como o azul de metileno (AM). O composto foi sintetizado pela
primeira vez em 1876 por Heinrich Caro, possui uma estrutura aromatica (Figura 3), carater
pouco toxico, boa estabilidade em agua e solventes organicos e baixo custo. Apresenta historico
de seguranca em aplicacdes médicas diversas, como no tratamento de infeccdo urindria e
malaria (OLIVEIRA et al., 2019).

Figura 3. Estrutura quimica do Azul de Metileno (AM).

oS
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Fonte: A autora (2025).

Em relagdo a TFD, suas vantagens consistem na sua baixa toxicidade na auséncia de luz
e boa geracao de oxigénio singlete ao ser ativado por irradiacdo em seu comprimento de onda
de maxima de absor¢ao (Amax), em torno de 640 nm (PELOI, 2007). Estudos in vitro realizados

por Dos Santos ef al. (2017) apontaram que o AM aplicado na TFD induziu a morte celular



massiva de forma seletiva de linhagens de cancer de mama, sendo uma linhagem de cancer de
mama triplo negativo a (MDA-MB-231) e outra de adenocarcinoma de mama metastatico
(MCF-7). A taxa de morte celular para as células de MDA-MB-231 foi de 97,3%, 78% para
MCF-7 e apenas 18% para células epiteliais mamarias normais (MCF-10A), empregando 2 uM
de AM e uma dose de luz de 4,5 J-cm 2 (DOS SANTOS et al., 2017)

Estratégias para modificagdes estruturais do azul de metileno sao avaliadas e estudadas
para otimizarem o desempenho do composto como FS na terapia fotodindmica. Como a
substitui¢do dos grupos dimetilamino por grupos mais volumosos ou polares capazes de
aumentarem o rendimento quantico de oxigénio singlete (®a), pela diminui¢do das vias nao
radiativas de liberacdo de energia, bem como a intensificacdo do acoplamento spin-Orbita
(FELGENTRAGER et al., 2013)

Em estudos recentes, derivados de AM que possuam cadeias alquilicas apresentam uma
maior lipoficidade, fazendo que possam atravessar membranas celulares mais facilmente e
consequentemente, melhoram o acimulo tumoral e aumentam sua eficiéncia fotodinamica
(GOLLMER et al., 2015). O AM e seus derivados possuem a tendéncia de formar agregados
em solucdes aquosas ou muito concentradas. Isso ocorre devido a presenga da estrutura
aromatica plana, carater cationico, € a natureza anfifilica (presenca de grupos hidrofilicos e
lipofilicas) desses tipos de compostos, essas caracteristicas favorecem interagdes m—m e
hidrofobicas, levando a formag¢ao de agregados.

Essa agregacdo modifica as propriedades espectroscopicas e pode reduzir a efici€éncia
fotodinamica do composto, uma vez que, a capacidade de absor¢do de luz ¢ reduzida em uma
solugdo com agregados. Sabendo que esta propriedade diminui a atividade fotodindmica destes
compostos, modificagdes na estrutura do AM que aumentem o impedimento estérico ou
facilitem a conjugagdo covalente a nanoparticulas e polimeros, sdo capazes de contribuir com
diminui¢do da formagao de agregados, assegurando um elevado valor de @ e garantindo boa
atividade fotodinamica (TALDAEY et al., 2023; WAINWRIGHT, 2005).

Trabalhos indicam que a presenga de substituintes cationicos no azul de metileno sdo
capazes de potencializar a interagdo do FS com membranas carregadas negativamente de
células cancerigenas, aumentando o efeito terapéutico do composto (TALDAEY et al., 2023;
WAINWRIGHT, 2005). Logo, para além de modificagdes na estrutura quimica do azul de
metileno, abordagens hibridas de formulagdes (complexos metdlicos, nanoparticulas etc.)

também sdo capazes de maximizar a eficiéncia do composto na TFD, garantido aumento do ®a,



maior seletividade por células cancerigenas e redugao da capacidade de agregagdo. (KOHLE et

al., 2020; SANTOS et al., 2019).



2 OBJETIVO

Avaliar as propriedades fotofisicas de novos derivados do azul de metileno (AM-NMP
e AM-I - Figura 4), bem como avaliar a fototoxicidade dos compostos em linhagem de células

de cancer de mama tripo negativo (MDA-MB-231).

Figura 4. Estrutura quimica dos compostos (A) azul de metileno (AM), (B) azul de metileno
intermediario (AM-I) cloreto de 3-(dimetilamino)fenotiazina-5-io e o derivado com um grupo
dimetilamino do AM substituido por um grupo naftil-metil-piperazina (AM-NMP).
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Fonte: A autora (2025).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizagdo espectroscopica de absorbancia e emissdao de fluorescéncia do AM-NMP e
AM-I,

- Determinacao do coeficiente de absortividade molar (¢) do AM-NMP e AM-I,

- Determinacao do rendimento quantico de fluorescéncia (®r) e oxigénio singlete (Pa) do AM-
NMP e AM-I,

- Avaliagao da fotoestabilidade do AM-NMP ¢ AM-I,

- Avaliacdo da fototoxicidade dos novos compostos em células do cancer de mama triplo

negativo (MDA-MB-231).
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3 METODOLOGIA

A sintese dos novos derivados do Azul de Metileno, denominados AM-NMP e AM-I
(Figura 4) foi realizada no Laboratério de Sintese de Candidatos a Farmacos (LaSFar) pela

Doutoranda Ieda Vieira da Cunha sob orientagdo do Prof. Dr. Celso de Oliveira Rezende Junior.
3.1 Caracterizacio espectroscopica dos FSs em diferentes solventes

Para avaliar a solubilidade dos compostos AM-NMP e AM-I utilizou-se um
espectrofotometro UV-Visivel (Marca: Shimadzu, Modelo: UV-2501 PC), disponivel no
Laboratério Interdisciplinar de Fototerapia e Biomoléculas (LIFeBio) do Instituto de Quimica
da UFU, Campus Santa Monica. Inicialmente preparou-se uma solugdo estoque concentrada
dos compostos em 2 mL de metanol. Em seguida, um volume de estoque foi otimizado na
cubeta para uma leitura de Abs = 1 por meio da diluicdo em metanol. Para a leitura deste ensaio
foi utilizado uma cubeta de vidro com caminho 6ptico igual a 1 cm.

Definido o volume de solucdo estoque necessario, o0 mesmo foi transferido para vials
limpos, sendo seis para cada composto. O solvente metanol foi evaporado utilizando a bomba
de vacuo do LaSFar e deixados em dessecador até estarem completamente secos. Adicionou-se
entdo 2 mL dos solventes dgua, PBS, DMSO, etanol, metanol e cloroférmio. Para a completa
solubilizacdo foi utilizado um banho de ultrassom (Marca: 7Lab, Modelo: SSBu 3,8L), em

seguida os espectros de UV-Vis de cada solugdo foram lidos.
3.2 Determinacio do coeficiente de absortividade molar (€)

Ap0ds definir o solvente que melhor solubiliza os compostos em estudo, para o ensaio de
determinagdo do coeficiente de absortividade molar, inicialmente pesou-se cerca de 1 mg de
cada composto utilizando a balanga analitica com 5 casas apds a virgula (Marca: Prix, Modelo:
Toledo Mod. AS82/220 R2), localizada no RELAM — Campus Santa Monica da UFU. Em
seguida, a massa pesada foi solubilizada no solvente escolhido e transferida quantitativamente
para um baldo volumétrico de 10 mL, completado o volume, a concentracdo da solucdo
resultante foi calculada em mol/L. A partir deste estoque, foram preparadas cinco diluigdes que
abrangessem Abs = 0,1 até Abs = 1 para um volume total de 2 mL em uma cubeta de vidro com
caminho optico de 1 cm. Calculou-se as concentracdes para cada diluigdo em mol/L e seus

espectros de absor¢ao no UV-Vis foram lidos. A partir dos espectros registrados encontrou-se

a absorbAncia méaxima (Amax) para cada concentragdo.
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Para definir o coeficiente de absortividade molar (€), um grafico das Amsx em fungio
das concentragdes em mol/L calculada para cada dilui¢do foi plotado, obtendo uma reta de
funcdo y = ax +b (MOREIRA; SANTOS; COSTA JUNIOR, 2016). O experimento foi realizado

em triplicata.
3.3 Determinacio do rendimento quintico de fluorescéncia (®r)

Os espectros de fluorescéncia (emissdo na faixa de 600—-800 nm, excitagdo a 580 nm)
foram obtidos em um espectrofotometro de fluorescéncia (Marca: Varian, Modelo: Cary
Eclipse), localizado na Rede de Laboratdrios Multiusuario (RELAM) da UFU, Campus Santa
Mobnica com a colaboragdo da doutoranda leda Vieira da Cunha. Os rendimentos quanticos de
fluorescéncia para os compostos foram determinados a partir do método relativo de Fery-
Forgues e Lavabre (1999), que consiste em relacionar o @ de um composto padrio descrito na
literatura azul de metileno (®r= 0,04 em etanol) (Bacellar et al., 2014) com as amostras presente
trabalho a serem analisadas por meio da seguinte equacdo (FERY-FORGUES; LAVABRE,

1999)
Fa

q)]ccl = q);lM . (Equacao 1)

Fam

Sendo,
a . Ayt A s
P ¢+ Rendimento quantico de fluorescéncia da amostra.

CD;‘M: Rendimento quantico de fluorescéncia do padrdo (azul de metileno).

F, e F4p: Integral da éarea de emissdo de fluorescéncia da amostra e do padrio

respectivamente.

Para evitar o efeito do filtro interno, o valor de absorbancia dos compostos foi mantido
em 0,1 no comprimento de onda de absorbancia maxima (655 nm), com fendas de excitagdo e
emissdo em 10 e 20 nm respectivamente para um experimento e 20 excitacdo e 10 emissdo para
outro, em duplicata para cada condi¢ao. O ensaio foi realizado utilizando uma cubeta de quartzo

para fluorescéncia (/ = 1,0 cm).
3.4 Determinacio do rendimento quantico de oxigénio singlete (®a)

O rendimento quantico de oxigénio singlete (®a) foi determinado a partir do método

indireto via UV-vis, aplicando 1,3- difenilisobenzofurano (DPBF) como sonda. O método
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consiste em acompanhar a cinética de degradagdo da sonda (DPBF) pelo oxigénio singleto ('O2)
produzido a partir da irradiagdo dos compostos em estudo, comparando com a cinética de
degradagdo da mesma sonda por um padrdo conhecido (neste caso, azul de metileno). O corante
azul de metileno (®a= 0,52 em etanol) foi utilizado como padrao (BACELLAR et al., 2014) e
a partir da equagdo 2 abaixo os valores de @4 foram determinados (RAMOS et al., 2015).

k I
q)gzq)ﬁM._a.ﬂ

(Equacao 2)
kam Ia

Sendo,

®4%: Rendimento quantico de oxigénio singleto da amostra

®4M: Rendimento quantico de oxigénio singleto do padrio (azul de metileno)

k, e kap: *Constantes de velocidade de degradacdo do DPBF (Amix = 411 nm) na
presenga da amostra e do padrao (azul de metileno), respectivamente.

I, e 14, Intensidades de absorbancia da amostra ¢ do padrdo (azul de metileno) no
comprimento de onda que o LED emite (Aemissio = 633 nm).

*Coeficientes angulares das curvas cinéticas In(I/lo) versus tempo de irradiacdo das
amostras e do padrdo. Sendo I e Iy as absorbancias do DPBF (Ansx =411 nm) ao longo do tempo
€ zero.

O experimento foi realizado utilizando uma cubeta de quartzo com caminho Optico de
1 cm, sendo a leitura do branco realizada no inicio com o solvente etanol. A solugao de DPBF
(Amax=411 nm) foi preparada dissolvendo o composto em etanol e sua absorbancia foi corrigida
para 0,8 utilizando seu valor de ¢ = 24320 M! cm! (ZHANG; LI, 2011) para um volume de
3000 pL. A partir de solucdes estoque dos FSs, a absorbancia no comprimento de onda com
banda mais intensa foi corrigida para aproximadamente 0,2 no comprimento de onda méximo
de cada composto num volume final de 3000 uL de solugdo. Com os volumes definidos, na
cubeta de quartzo foram adicionados o composto em estudo e a sonda DPBF (absorbancias em
aproximadamente 0,2 e 0,8 no pico da banda mais intensa, respectivamente), a mistura foi
homogeneizada e mantida no escuro, seu espectro de absorbancia na regido do UV-Vis foi
registrado marcando o inicio do experimento, isto ¢, o tempo zero (antes da irradiagdo).

Em seguida, com o auxilio de uma chapa agitadora e uma barra magnética em um
sistema com garras, a cubeta com a mistura foi posicionada e mantida sob agitacdo constante.
A mistura foi irradiada a 40 cm de distancia por um LED vermelho (Aemissio = 633 nm, poténcia

0,943 mW/cm?) em intervalos de tempo definidos (2 em 2 minutos), sendo os espectros
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registrados por no minimo 25 minutos de irradiagdo observando o decaimento da banda maxima
de absor¢dao do DPBF. O mesmo procedimento foi realizado para o padrao, AM.

A escolha do LED para irradiacdo dos compostos, foi determinada analisando a
sobreposi¢do dos espectros de emissdo do LED e a absorbancia dos compostos em estudo
(Figura 5), ¢ possivel observar que se tem fotons absorvidos na regido em torno de 600 e

750 nm por todos 0s compostos.

Figura 5. Espectro de sobreposicao da emissdo do LED vermelho utilizado no trabalho e a
regido de absorbancia das moléculas estudadas.
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Fonte: A autora (2025).

3.5 Estudo de fotoestabilidade dos compostos por UV-Vis

A fotoestabilidade ou fotodegradacdo dos compostos foram estudadas em triplicata por
meio de solugdes em etanol com absorbancia corrigida para 1 no comprimento de onda méximo
de cada composto. As solugdeset foram transferidas para uma microplaca e irradiadas com LED
vermelho (Amax= 633 nm, poténcia 6,98 mW/cm? a 7,0 cm de distdncia da amostra), em
intervalos de 2 e 4 minutos durante 22 minutos. A absorbancia na regido do UV-Vis dos
compostos foi monitorada por uma leitora de microplacas (Marca: Biotek-Agilent, Modelo:
EPOCH-SN). Por fim, os dados obtidos foram utilizados para plotar um grafico da absorbancia

em funcao do tempo de irradiacao.
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3.6 Ensaios bioldogicos

3.6.1 Linhagem celular e preparo

Para os ensaios biologicos, células de cancer de mama humano triplo-negativo (MDA-
MB-231) foram utilizadas. O cultivo das células foi realizado pela Doutoranda Patricia Alves
de Matos do LIFeBio. A etapa de manipulagdo das células foi apoiada pela Doutoranda Maynne
Duarte Suriani Franco.

Inicialmente, para o subcultivo das células, 100 mL de meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) foi preparado e suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) contendo antibidticos. Em seguida, o meio do frasco de cultivo foi descartado e
ele foi lavado com tampao fosfato alcalino (PBS, do inglés Phosphate Saline Buffer). Para
suspender as células aderidas nas paredes, adicionou-se tripsina (tripsina-EDTA em 90 mL de
PBS) que foi desativada apos a suspensdo adicionando meio de cultura contendo 10% de soro
fetal bovino. As células suspendidas no meio foram transferidas para um tubo Falcon e
centrifugadas, o meio contendo tripsina foi descartado e adicionado o meio de cultura preparado
previamente.

A contagem das células foi realizada em uma camara de Neubauer. Inicialmente, para o
plaqueamento, cerca de 25000 células/pogo foram transferidas para duas placas de 96 pocos
(100 pL em cada poco) e incubadas por 24 horas em estufa a 37°C, 5% de CO; para adesdo
celular nas placas. Os FSs foram solubilizados em DMSO e diluidos em DMEM nas
concentragoes desejadas garantindo < 1% de DMSO nas solugdes finais.

Apo6s a adesdo das células ao fundo dos pogos, o meio de cultura foi descartado e os
pogos lavados com PBS, por fim, foram adicionadas as solugdes com diferentes concentragdes
dos FSs diluidos em DMEM (< 1% de DMSO), a distribui¢do na placa esta representada na

Figura 6 abaixo:
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Figura 6. Esquema representativo de microplaca com 96 pogos, sendo a linha A o controle
(CT) apenas células sem composto, as colunas 1, 2, 3 e 4 incubadas com AM, as colunas 5, 6,

7 e 8 com AM-NMP ¢ 9, 10, 11 e 12 com AM-I em diferentes concentragoes.
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Fonte: A autora (2025)

As concentracdes foram dispostas da seguinte forma para cada composto:
Linha B - 0,1 uM

Linha C - 0,5 uM

Linha D - 1,0 uM

Linha E - 2,5 uM

Linha F - 5,0 uM

Linha G - 7,5 uM

Linha H - 10,0 uM

3.7 Viabilidade celular pelo método MTT

Para o ensaio com MTT, as células foram incubadas com os compostos por 24 horas em
estufa (37°C, 5% de COz). Ap6s o tempo de incubagdo, o composto diluido no meio de cultura

foi retirado e realizada a lavagem com PBS. Adicionou-se novamente PBS em uma das placas
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para a irradiagao com o LED vermelho (sobreposi¢ao da Figura 5) por 12 minutos, com a placa
dentro de uma caixa preta a 7 cm de distincia do LED onde temos 6,98 mW/cm? de poténcia e
uma dose de luz de 5 J/cm?. Ja para a outra placa, adicionou-se meio de cultura e foi mantida
no escuro.

Apo6s o tempo de irradiacao, retirou-se o PBS e foi adicionado novamente 100 uL de
meio de cultura e a placa foi deixada para incubar em estufa (37°C, 5% de CO2) por 24 horas
p6s irradiagdo. Dado o tempo pos irradiacdo, foram adicionados 13 pL de [3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina] (MTT) 3 mg/mL em cada pogo, resultando numa
concentrac¢do final de 0,35 mg/mL MTT no poco, e as placas foram novamente incubadas com
MTT por 3 horas na estufa (37°C, 5% de CO3). Durante esse periodo, cristais de formazan sao
formados pela reducdo do MTT pelas desidrogenases mitocondriais geradas pelo metabolismo

de células (MAGALHAES; THA; LEME, 2018) a reagdo ¢ apresentada na Figura 7 abaixo.

Figura 7. Reagdo de reducdao do MTT (sal amarelo soluvel em 4gua) a formazan (sal de cor
roxa insoluvel em agua e solivel em DMSO).

-
% NADH NAD®

Desidrogenase
mitocomdrial

Fonte: A autora, adaptado de (MAGALHAES; THA; LEME, 201 8).

Dado o tempo de incubagdo com MTT, o meio de cultura foi removido cuidadosamente
de cada poco e os cristais de formazan foram solubilizados em 100 uL. de DMSO. Realizou-se
a leitura de absorbancia em 570 nm dos pocos na leitora de microplacas (Marca: Biotek-
Agilent, Modelo: EPOCH-SN), localizada no LIFeBio. Em seguida os célculos de viabilidade
celular foram realizados pela equagao 4 e o valor de ICso para os compostos foram determinados

pela construgdo e analise da curva dose-resposta utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.

AbStrqr (570 nm)

Viabilidade celular (%) = Abscr (570 om)
CcT

x 100 (Equacao 4)
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Sendo,
Absiat : Absorbancia para as células tratadas em 570 nm

Absct : Absorbancia para as células controle em 570 nm

3.8 Viabilidade celular pelo método resazurina

A resazurina ¢ um composto redox que em solugdo de tampdes fisioldgicos apresenta cor
azul intensa e na presenca do metabolismo de células viaveis ¢ reduzido a resorufina, um

produto de coloragdo rosa conforme apresentado na reacao da Figura 8 abaixo.

Figura 8. Reagdo de reducdo da resazurina (cor azul em solugdo) a resorufina
(coloragdo rosa em solucao com PBS).

- NADH NAD® T
Desidrogenase
mitocondrial

HO L] 0 HO (8] 0

Fonte: A autora, adaptado de (SANTOS et al., 2020).

A principal vantagem do método com resazurina € o fato do composto ndo ser toxico e
permeéavel na membrana celular, sem a necessidade que ocorra lise e morte celular para a
deteccao, diferente do protocolo com MTT. Sendo assim, as células podem ser empregadas em
outros protocolos de analise em estudos complementares (RISS et al., 2016)

Para o ensaio, o preparo da placa foi realizado de forma similar ao protocolo com MTT.
ApoOs a incubagdo com os compostos por 24 horas e lavagem com PBS, adicionou-se 250 pL
de solucdo de resazurina 0,03 mg/mL. As placas entdo foram incubadas por no minimo 1 hora,
nao excedendo o limite de 4 horas de incubacido em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO»
(RISS et al., 2016). Dado o tempo de incubagdo com resazurina, as placas foram retiradas da
estufa e seus espectros de absorbancia em 570 e 600 nm foram obtidos pela leitora de
microplacas localizada no LIFeBio.

Em seguida os célculos de viabilidade celular foram realizados pela equagdo 5 (RISS et
al., 2016) e o valor de ICso para os compostos foram determinados de forma similar ao ensaio

com MTT.
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AbStrqt(570 nm)— AbStrqr (600 nm) 100
Abscr (570 nm)—Abscr (600nm)

(Equacdo 5)

Viabilidade celular (%) =

Em que,
Absuat : Absorbancia lida para as células tratadas em 570 e 600 nm.

Absct : Absorbancia lida para as células contole em 570 e 600 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao espectroscopica dos FSs em diferentes solventes

A solubilidade ¢ uma propriedade fisico-quimica importante para entender o
comportamento de um determinado soluto em diferentes solventes. Para os derivados do AM ¢
importante analisar como os compostos se comportam em diferentes solventes. O AM possui a
tendéncia de formar agregados, devido a presenga de anéis aromaticos que podem gerar um
empilhamento n- m (forma de sanduiche), sua propriedade catidnica também pode gerar
interagdes eletrostaticas, além disso, o corante em solu¢do pode gerar interagdes hidrofobicas
(FREDERICE et al., 2011),

Os agregados gerados sdo do tipo J e H, o primeiro sdo agregados de moléculas
alinhados linearmente, j& para o segundo, as moléculas se organizam na forma de “sanduiche”
Esses agregados podem gerar dimeros e até grandes aglomerados, e sua formagao depende de
fatores como, temperatura, concentracao e o tipo de solvente, seja polar ou apolar
(FREDERICE et al., 2011).

Sendo assim, a analise da solubilidade dos derivados do AM em diferentes solventes ¢é
fundamental para garantir sua aplica¢do na TFD, uma vez que, a formagao de agregados pode
afetar a fotossensibilizacdo dos compostos, interferindo na formagdo de EROs, sdo capazes
também de deslocar as bandas de absor¢cdo no UV-vis o que pode comprometer a

correspondéncia com a luz empregada na irradiagdo (DUTRA, 2013).

Figura 9. Espectros de absor¢ao no UV-vis dos compostos AM-NMP (A) e AM-I (B)
nos solventes cloroférmio (CHCIl3), dimetilsulfoxido (DMSO), etanol (EtOH), agua (H>0),
metanol (MeOH) e tampao fosfato salino (PBS).
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Absorbancia
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T x T 1] T I 1 ;
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Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Fonte: A autora (2025).
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A partir dos espectros apresentados na Figura 9 ¢ possivel perceber que ambos os
compostos apresentaram boa solubilidade em etanol. Para o composto AM-NMP em DMSO,
observa-se um leve deslocamento batocromico, caracterizado por um deslocamento da banda
de maior intensidade para um comprimento de onda maior. O que pode ser explicado por uma
maior interagao ou estabilizacao do solvente com o estado excitado da molécula (n*) e menor
com o estado fundamental (w), fazendo com que a transi¢do eletronica (1 — m*) neste caso
necessite de menor energia para acontecer (RAMOS, 2015). Assim a banda se desloca para um
comprimento de onda maior (de menor energia).

A solubilidade baixa em 4gua e PBS pode estar relacionada com a formacdo de
agregados a partir de interacdes hidrofobicas, além disso, a presengca de mais dois anéis
benzénicos no derivado confere um carater menos polar para a molécula e favorecendo sua
solubilidade em solventes organicos, como o etanol e metanol. J& para o derivado AM-I,
observa-se uma inversao nos espectros, apresentando uma maior solubilidade em agua e PBS
devido, possivelmente, ao tamanho menor da molécula juntamente ao seu carater catidnico, o
que confere uma maior solvatagao da molécula por esses solventes e uma menor solubilidade
em DMSO.

Considerando que etanol foi o solvente no qual obteve-se maior absor¢dao numa
mesma quantidade de mol para ambos os compostos (Figura 9), este foi o solvente escolhido

para os proximos estudos.
4.2 Coeficiente de absortividade molar ()

Neste ensaio foram analisados os valores de absortividade molar (¢) para os dois
compostos em etanol, esta propriedade ¢ responsavel por quantificar a capacidade que uma
determinada substancia possui de absorver luz em comprimento de onda determinado. A partir
do valor de € encontrado € possivel realizar analises quantitativas, como a determinagao precisa
da concentracdo dos compostos em solu¢do (ROCHA; TEIXEIRA, 2004). Empregando a Lei
de Lambert-Beer temos que a absorbancia ¢ linearmente proporcional a concentragdo da

amostra:

Abs = €lc
Onde,

Abs = Absorbancia da amostra (adimensional)
€ = Absortividade molar (L-mol™-cm™)

[ = Caminho optico da cubeta (cm)



¢ = Concentragao da amostra (mol/L)
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Sendo assim, como o caminho Optico da cubeta ¢ de 1 cm para este experimento, o

coeficiente angular da reta construida com os dados de Amax em fungdo das concentragdes em

mol/L corresponde ao coeficiente de absortividade molar (€) dos compostos. Analisando os

espectros e os graficos na Figura 10, e os dados dispostos na Tabela 2, temos:

Absorbancia

Absorbancia

Figura 10. Espectros de absorbancia do (A) AM-NMP e (B) AM-I nas diferentes
concentragdes em etanol. Relacdo linear entre o Amax de absorbancia (655 nm AM-NMP e
580 nm AM-I) e a concentracao de (C) AM-NMP e (D) AM-I. Os ensaios foram realizados
em triplicata, portanto cada ponto refere-se a barras de erro o desvio médio das replicatas.
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Fonte: A autora (2025).
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Tabela 2. Dados referentes ao comprimento de onda maximo (Amax) de absorbancia
dos FS e seus respectivos valores de absortividade molar (g).

FS Améx (Nm) ¢ (L'mol'-cm™)
AM 650 96000*
AM-NMP 655 51365°
AM-I 580 10305°

%Fonte: (BACELLAR et al., 2014) °Fonte: A autora (2025).

A partir dos espectros de AM-NMP (Figura 10A) observa-se uma banda de absorcao
definida em aproximadamente 650 nm. A linearidade apresentada para a faixa de concentragao
de 2,0 a 20,7 pM ¢é o6tima (R? = 0,99929), ou seja, temos uma excelente relagio entre
absorbancia e concentragdo (Figura 10C). Seu valor encontrado para € é de aproximadamente
5,14 x 10* L'mol-cm™ (Tabela 2).

Ja para o derivado AM-I ¢ possivel identificar sua banda caracteristica proxima de
580 nm, mas também uma banda em torno de 620-650 nm e outra em 540-550 nm, podendo
indicar a formagao de agregados. Visto que, o experimento foi realizado com uma concentragao
partindo de 7,8 a 79,6 uM, comparado ao derivado AM-NMP, concentragdes mais elevadas
que, como apresentado no tdpico anterior, podem levar a diferentes tipos de agregados que

resultam em um deslocamento da banda de absor¢do do composto.

Além disso, o valor de € encontrado para AM-I foi de 1,03 x 10* L-mol™*-cm™

(Tabela 2), um valor 5x inferior comparado ao € AM-NMP e 9x inferior ao € do AM. Como
explicado, a formagao de agregados leva a uma diminui¢do da capacidade de absorver luz, o
que pode comprometer a sua geragdo de EROs, diminuindo a sua eficiéncia fotodinamica.

Quando comparado o valor referéncia de absortividade molar do AM com o AM-NMP
observamos um valor 2x menor para o novo derivado, mas sem a evidéncia de formacao de
agregados, o que nos sugere que suas modificacdes estruturais mantém sua forma monomeérica
predominante.

Em relagdo as transi¢des eletronicas, o azul de metileno apresenta predominantemente
transigdes eletronicas do tipo m1—n* e n—n*, associadas ao seu sistema aromatico conjugado

da fenotiazina e aos heteroatomos de nitrogénio e enxofre respectivamente. Sua banda de
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absor¢ao mais intensa em torno de 660 nm ¢ resultado da transi¢do m—n*, responsavel pela cor
azul caracteristica do composto. Para os derivados em estudo, o AM-NMP (grupo dimetilamino
substitudo por naftil-metil-piperazina), sua maior extensdo da conjugacdo e a presenca de
grupos doadores de elétrons promovem deslocamentos batocromicos (para comprimentos de
onda maiores) e aumento na intensidade de absor¢ao, uma vez que essas condigdes favorecem
o estado excitado n* (RAMOS, 2015).

Ja no derivado em que um dos grupos dimetilamino ¢ substituido por um hidrogénio,
temos a diminui¢ao da densidade eletronica e da conjuga¢do, o que reduz a estabilizagdo do
estado excitado, levando a um deslocamento hipocromico (para comprimentos de onda
menores) € uma menor intensidade de absor¢do. Logo, essas mudancas estruturais e estudo dos
espectros de absor¢cdo no UV-Vis dos compostos, evidencia o papel fundamental dos grupos

amino nas propriedades eletronicas e fotofisicas do azul de metileno (RAMOS, 2015).
4.3 Rendimento quantico de fluorescéncia (®r)

A fluorescéncia ¢ um fendmeno que consiste na absor¢do de radiagdo eletromagnética,
geralmente na regido ultravioleta em um determinado comprimento de onda por uma molécula
e sua posterior emissdo em um comprimento de onda maior. Ao absorver energia, elétrons
passam para o estado excitado e, ao retornarem para o estado fundamental, fotons fluorescentes
sdo emitidos e sua energia ¢ menor que os fotons de excitagdo, isso ocorre, pois, parte da energia
¢ perdida em processos de relaxamento vibracional e de conversdo de energia, caracterizando
o deslocamento de Stokes (PIMENTEL et al., 2014).

Para a TFD, este ensaio ¢ importante pois a partir dele ¢ possivel determinar que, a
energia que ndo € emitida como fluorescéncia, pode ser utilizada para a forma¢ao de EROs,
conforme o diagrama de Jablonski. Entretanto, algumas moléculas podem apresentar baixo @y
devido a interagdes com solventes, oxigénio e até ions, além do pH do meio. Mudangas na
estrutura quimica podem influenciar diretamente nos estados excitados, geometria molecular e
relaxamento vibracional (SHAHINYAN; AMIRBEKYAN; MARKARIAN, 2019).

Como o presente estudo trata de derivados de AM com estrutura modificada, a
determinag¢do e andlise do @r ¢ fundamental para um melhor entendimento de sua aplicagdo na
TFD. Nos espectros apresentados na Figura 11 podemos avaliar a intensidade de emissdo dos

compostos comparado ao padrao AM.



24

Figura 11. Espectros de emissao de fluorescéncia do AM, AM-NMP ¢ AM-I em

etanol. Aexc = 580 nm, e fenda de excitagao 10 nm e fenda de emissao 20 nm. Experimento
realizado em duplicata, portanto este ¢ apenas o espectro representativo de cada composto.
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Fonte: A autora (2025)

Os célculos de rendimento quantico de fluorescéncia (®r) foram realizados utilizando a

equacdo 1 apresentada no item 3.3 na secdo de metodologia. O padrio utilizado foi AM em

etanol (Or = 0,04) (BACELLAR et al., 2014) os resultados estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de rendimento quantico de fluorescéncia (®r) calculados, com Amax de
fluorescéncia em 670 nm. Experimento realizado em duplicata, portanto os valores

representam a média e desvio padrdo (DP).

FS ®r + DP
AM 0,04
AM-NMP 0,0041 + 0,0002°
AM-I 0,020 = 0,001°

“Fonte: (BACELLAR et al., 2014).°Fonte: A autora (2025).

Para o derivado AM-NMP observa-se uma diminui¢ao de 10x do rendimento quéntico

de fluorescéncia comparado ao padrao AM (Tabela 3), ou seja, ele € menos eficiente na

emissao luminosa quando absorve energia. Logo, ao ser excitado, esse composto tende a

dissipar mais sua energia por processos ndo radiativos do que emitir por fluorescéncia.

Possivelmente sendo melhor na TFD para a geracdo de EROs ao ser irradiado. Sua estrutura
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quimica modificada esta diretamente ligada a isso, uma vez que apresenta uma cadeia lateral
longa capaz de rotacionar em solu¢ao, favorecendo vibragdes internas e conversao de energia
em calor e nao fluorescente (DUTRA, 2013).

J& para o derivado AM-I ndo observamos uma mudanga muito expressiva, mas também
se observa uma diminui¢ao em seu ®r. O grupo dimetilamino (-N(CHj3)2) atua como forte
doador eletronico na estrutura do AM, contribuindo com a conjugac¢ao eletronica da estrutura e
estabilizando seu estado excitado, o que favorece a emissao de fluorescéncia. Sendo assim, ao
remover o grupo, temos uma reducao da densidade eletronica da conjugagdo, comprometendo
assim a ressonancia da estrutura e consequentemente, favorecendo a dissipacdo de energia por
outros meios que nao seja a fluorescéncia (DUTRA, 2013).

Logo, as modificagdes realizadas implicaram em uma fluorescéncia menos intensa dos
compostos e um @y inferior ao padrao AM. Destacando o impacto da modificagao estrutural na

capacidade de emissao de fluorescéncia da molécula.

4.4 Rendimento quéntico de oxigénio singlete (®a)

Sendo a geragdo de 'O, uma etapa fundamental na aplicacio da TFD, o rendimento
quantico de oxigénio singlete (®a) € um pardmetro importante na avaliagdo de um
fotossensibilizador, uma vez que indica a eficiéncia com que a energia absorvida pela molécula
leva a geragdo de oxigénio singlete ('0,), fendmeno descrito no diagrama de Jablonski (Figura
2, pag. 4). O azul de metileno apresenta um valor de @ considerado elevado, em torno de 0,5,
o que significa que 50% dos fétons absorvidos pela molécula geram 'O (SANTOS, 2018) Seus
derivados para aplicacdo na TFD devem apresentarem @, similares ou maiores, ampliando o
potencial fotodindmico do composto.

O método indireto para deteccio de 'Oz pela sonda DPBF, consiste em uma reagio
(Figura 12) irreversivel entre os compostos que consiste na decomposi¢io do DPBF pelo '0»
gerado pela irradiagdo do fotossensibilizador por uma fonte de luz. Como produto desta
decomposicdo temos o 1,2-dibenzoilbenzeno (DBB), e observa-se uma diminuicdo da

absorbancia do DPBF em 411 nm (ENTRADAS; WALDRON; VOLK, 2020).
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Figura 12. Reacdo de fotodegradagdo do DPBF pelo oxigénio singlete.
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Fonte: A autora (2025)

Os espectros de decaimento de absorbancia do DBPF estdo apresentados na Figura 13.
O grafico apresentado na Figura 14 foi construido para uma melhor visualizacdo comparativa
entre os trés compostos e sua influéncia na fotodegradagio do DPBF pelo 'Oz, gerado durante

a irradiagdo do fotossensibilizador.
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Figura 13. Espectros de absorbancia do DPBF em fung¢do do tempo de irradiagdo na presenca

de (A) AM, (B) AM-NMP ¢ (C) AM-I. Amostra irradiada com LED vermelho (Amax =
633 nm), poténcia 0,943 mW/cm? a 40,0 cm de distancia da amostra.
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Figura 14. Curvas cinéticas do consumo de DPBF (em 411 nm) em fung¢@o do tempo de
irradiacdo dos FSs com LED vermelho. (Amax = 633 nm), poténcia 0,943 mW/cm? a 40,0 cm
de distancia da amostra.
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Fonte: A autora (2025).

Os valores de @ foram calculados usando os dados da regressdo linear da Figura 14
e a equagao 2 apresentada no item 3.4 na se¢do de metodologia. Os resultados obtidos estiao
apresentados na Tabela 4. O AM foi utilizado como padrdo, com valor de referéncia ®a de

0,52 em etanol (BACELLAR et al., 2014).

Tabela 4. Rendimento quéntico de oxigénio singlete (Pa) dos FSs em etanol.

FS (O
AM 0,52°
AM-NMP 0,0209°
AM-I 0,0215°

“Fonte:(BACELLAR et al., 2014). "Fonte: A autora (2025).

Os resultados encontrados sdo inferiores ao composto de referéncia, indicando que as

. ~ r s ~ ~ 1
modificagdes na estrutura quimica do mesmo ndo favoreceram a formagdo de 'O pela
irradiacdo com LED vermelho. Sabe-se que a geragdo de 'O: corantes do tipo fenotiazinas
dependem da sua eficiéncia na conversdo intersistema (ISC). Essa conversdo ¢ caracterizada
pela transi¢do de um estado singlete excitado (Si) para um estado triplete (T1) capaz de
transferir energia para o oxigénio molecular que se encontra em estado triplete para seu estado

singlete de maior reatividade (SINGH; SEN GUPTA; BOSE, 2024).
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Mudangas estruturais sdo capazes de reduzir a ISC ou favorecer vias de perda nao-
radiativa, e podem facilitar a aglomeracao, esses fatores tendem a diminuir o rendimento
quantico de 'O2. Para o derivado AM-I, a substitui¢do de um grupo N-(CHs): por um hidrogénio
¢ capaz de reduzir a densidade eletronica do sistema conjugado da molécula de azul de metileno,
0 que afeta sua distribuicdo de carga e desloca seu comprimento de onda de absor¢do. Com
isso, € provavel uma diminuicao na eficiéncia de absorcao de fotons pela molécula, fato que foi
observado para seu valor de absortividade molar bem menor que o AM. Essa menor absor¢ao
¢ capaz de reduzir a ISC, o que consequentemente diminui a transferéncia de energia para o

oxigénio molecular (*02) para a formacao de oxigénio singlete (*Oz).
4.5 Fotoestabilidade

O estudo da fotoestabilidade de FSs se faz importante pois, a medida que o composto é
irradiado, ocorrer sua degradacdo e consequente reducdo na capacidade de absorcao de fotons
de luz. Essa redugdo afeta diretamente a agdo do FS na geragdo de EROs. Sendo assim, uma
elevada taxa de fotodegradacdo pode levar a uma diminui¢cdo da concentracdo do FSs antes
mesmo que ele possa gerar danos significativos para que ocorra a morte celular. Logo, quanto
mais fotoestavel, melhor sera seu desempenho na TFD (BAPTISTA et al., 2017)

Para o presente trabalho, uma andlise qualitativa foi realizada para a avaliacdo da
fotoestabilidade dos derivados de AM via absor¢do na regido do UV-Vis. Para comparagao
entre os compostos AM, AM-NMP e AM-I, o grafico dos valores de absorbancia no

comprimento de onda méximo em fun¢do do tempo de irradiagao foi construido (Figura 15).
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Figura 15. Representacao grafica comparativa dos espectros de absor¢ao dos compostos sob
irradiagio com LED vermelho (Aemissio = 633 nm), poténcia 6,98 mW/cm? a 7,0 cm de
distancia da amostra. Os experimentos foram realizados em triplicata; cada ponto corresponde
a média e as barras de erro representam o desvio padrao.
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Fonte: A autora (2025).

A partir do grafico comparativo da Figura 15, observa-se que, ap6s 22 minutos de
irradiacio com LED vermelho (Amax= 633 nm), poténcia 6,98 mW/cm? & 7,0 cm de distancia
da amostra, ndo houve fotodegradagao significativa dos compostos em estudo frente ao LED
utilizado no intervalo de tempo avaliado. Considerando que, nos ensaios bioldgicos, a dose de
luz utilizada (5 J/cm?) corresponde a um tempo de irradiacdo de 12 minutos, a fotoestabilidade
dos FSs observada até 22 minutos pode ser considerada satisfatoria e demonstra-se adequada

para a aplicacao proposta.
4.6 Ensaios de viabilidade celular

Os testes in vitro atualmente estdo em ascensdo e compreendem uma importante
ferramenta para o desenvolvimento de pesquisas farmacologicas que visam o desenvolvimento
de novos medicamentos e tratamentos. Isto porque, testes in vivo em pesquisas com ensaios
biologicos necessitam de um melhor mapeamento in vitro para que sejam realizados testes
seguros e efetivos em animais (SILVA et al., 2023). A fim de investigar a citotoxicidade e
fototoxicidade dos derivados do azul de metileno em células de cancer de mama tripo negativo
(MDA-MB-231), duas metodologias foram empregadas, utilizando MTT e resazurina. Os
ensaios foram realizados na auséncia e presenca de luz, com concentragdes dos FSs variando

de 0 a 10 uM. Os resultados obtidos estdo apresentados na
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Figura 16.

Figura 16. Graficos de % viabilidade celular em fung¢do da concentracdo (uM) do
AM, AM-NMP e AM-I pelo método MTT (A) no escuro, (B) irradiado e pelo método com
resazurina (C) no escuro e (D) irradiado ap6s 2 horas de incubagao do FS. As barras
representam a média = desvio médio de quatro réplicas (n = 4) realizadas num mesmo dia.
Sistema de irradiagdo utilizado foi LED vermelho (Amax = 633 nm, dose de luz = 5
J/cm?).resazurina (C) no escuro e (D) irradiado ap6s 2 horas de incubagdo do FS. As barras

representam o desvio médio.
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Conforme apresentado na

Figura 16, ¢ possivel observar que o azul de metileno e seus derivados ndo apresentaram
toxicidade para as células mantidas no escuro, em nenhuma das concentragdes estudadas

(0,1 uM a 10 uM), evidenciado em ambos os métodos de viabilidade utilizados (MTT e
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resazurina). Em contrapartida, para o ensaio com irradiagdo com LED Vermelho, o AM
apresentou toxicidade a partir de 1,0 uM, para seu derivado AM-NMP observa-se uma maior
citotoxicidade a partir de 2,5 pM. Ja para o derivado AM-I ndo ¢é observado fototoxicidade
significativa do composto na faixa de concentracao estudada.

Os valores de ICso (concentragdo que inibe 50% da viabilidade celular) dos FSs nas
células irradiadas foram determinados pelos graficos de % viabilidade celular versus
log[concentracdo] dos compostos (Figura 17), os valores estdo apresentados na Tabela 5.
Valores de I1Cso (uM) dos compostos AM, AM-NMP e AM-I em células MDA-MB-231 sob
efeito da irradiacio com LED vermelho (Amax = 633 nm, dose de luz = 5 J/cm?), utilizando dois

métodos de viabilidade celular: MTT e resazurina..

Figura 17. Gréficos de %viabilidade celular versus log[concentra¢do] do FS para
determinagdo do ICsp para os compostos AM, AM-NMP ¢ AM-I. Resultados dos ensaios de
viabilidade celular obtidos pelos métodos (A) MTT e (B) resazurina. LED vermelho

(Amax = 633 nm, dose de luz = 5 J/cm?).
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Fonte: A autora (2025).

Tabela 5. Valores de ICso (uM) dos compostos AM, AM-NMP e AM-I em células
MDA-MB-231 sob efeito da irradiacdo com LED vermelho (Amax = 633 nm, dose de luz= 5
J/em?), utilizando dois métodos de viabilidade celular: MTT e resazurina.

ICso = DP (uM)

FS
MTT Resazurina
AM 3,3+0,2 3,0£0,6
AM-NMP 6,9 +0,9 6,5+0,8

AM-1 > 10 > 10
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Fonte: A autora (2025)

O AM-NMP apresentou um valor de ICso aproximadamente duas vezes maior que o do
azul de metileno, enquanto o AM-I ndo exibiu fototoxicidade nas concentragdes testadas. Esses
resultados sugerem que as modificacdes estruturais nao foram suficientes para melhorar a
atividade fototoxica do azul de metileno na linhagem MDA-MB-231, possivelmente em fungao
do menor coeficiente de absortividade molar (g) e do baixo rendimento quantico de oxigénio
singlete. Ressalta-se, entretanto, que o ICso obtido para o AM-NMP ainda ¢ considerado
promissor (< 10 uM).

No caso do derivado AM-I, a auséncia de fototoxicidade pode ser justificada pelo menor
coeficiente de absortividade molar (€) e pela limitada sobreposi¢do entre o espectro de emissao
do LED e o espectro de absorbancia do composto (Figura 5). Em conjunto, esses fatores
reduzem a quantidade de fétons efetivamente absorvidos pelo AM-I em relagdo ao AM e ao
AM-NMP. Fato que pode comprometer a sua geragdo de EROs, diminuindo a sua eficiéncia

fotodinamica.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as propriedades fotofisicas e a atividade
bioldgica de dois novos derivados do azul de metileno (AM), denominados AM-NMP ¢ AM-I,
visando seu potencial como fotossensibilizadores (FS) para aplicagdo em Terapia Fotodinamica
(TFD) contra células de cancer de mama triplo negativo (MDA-MB-231).

Os resultados demonstraram que o AM-NMP apresentou coeficiente de absortividade
molar (¢ = 5,1 X 10* L-mol™'-cm™) e comportamento espectroscopico estavel, sem evidéncias
de agregagao significativa. Em contrapartida, o AM-I exibiu baixo € (= 1,0 X 10* L-mol"-cm™),
associado a formacdo de agregados e a diminuicdo da eficiéncia de absor¢do de fotons. No
estudo de fluorescéncia, ambos os derivados mostraram rendimentos quanticos (®r) inferiores
ao AM, com destaque para o AM-NMP, que apresentou redugdo de cerca de 10 vezes, o que
pode indicar maior propensdo a dissipagdo ndo radiativa e, potencialmente, maior geracao de
espécies reativas de oxigénio.

Entretanto, os rendimentos quénticos de oxigénio singlete (®a) foram baixos para os
dois derivados (= 0,021), quando comparados ao AM (0,52), sugerindo que as modificagdes
estruturais ndo favoreceram a transferéncia intersistemas necessaria para a eficiente geragao
dessa espécie reativa. Apesar disso, os trés compostos apresentaram boa fotoestabilidade até
22 minutos de irradiagdo com LED Vermelho (Amax = 633 nm, 6,98 W/cm? a 7,0 cm de distancia
da amostra), o que garante desempenho satisfatorio dentro das condicdes experimentais
utilizadas nos ensaios biologicos (12 minutos de irradiagdo).

Nos ensaios biologicos, observou-se que 0 AM manteve maior fototoxicidade (ICso =
3,0 uM), enquanto o AM-NMP apresentou ICso cerca de duas vezes maior (= 6,7 uM), mas
ainda dentro de uma faixa promissora (< 10 pM) para TFD. J4 o AM-I ndo apresentou efeito
fototdxico nas concentracdes avaliadas. Esses resultados indicam que o AM-NMP se destaca
como derivado promissor, embora demande estudos adicionais para confirmar seu potencial
terapéutico e compreender melhor a relagdo entre estrutura quimica e atividade fotodinamica.

De forma geral, o trabalho contribui para a compreensao das relagdes estrutura-atividade
em derivados do azul de metileno, apontando limitagcdes importantes, como menor coeficiente
de absortividade molar (€) e a baixa eficiéncia de geracao de oxigénio singlete comparado com
AM.

Em relacdo as perspectivas futuras, destacam-se a necessidade de realizar ensaios para

avaliar a geracao de outras espécies reativas de oxigénio, como o radical anion superoxido
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(O2¢7), bem como a detecgao intracelular de EROs ('Oz, H202, O2+~ ¢ *OH) por meio do ensaio
com a sonda DCFH-DA (Diacetato de 2°,7’-Diclorodihidrofluoresceina). Bem como avaliar o
AM nos ensaios iniciais de solubilidade e determinagdo do coeficiente de absortividade molar.
Pretende-se, ainda, investigar o grau de interacdo dos FS com biomoléculas (proteinas e
lipidios), além de determinar a taxa de foto-oxidacdo em lipossomos e proteina modelo.
Complementarmente, torna-se necessario avaliar a porcentagem de incorporacao dos FS em
células tumorais (MDA-MB-231) e ndo tumorais (MCF-10A), bem como calcular o indice de
seletividade, definido pela razao entre os valores de ICso obtidos para ambas as linhagens

(MDA-MB-231 ¢ MCF-10A).
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