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RESUMO

A terapia fotodinamica (TFD) tem se destacado como uma alternativa promissora aos
tratamentos convencionais de cancer, devido a sua seletividade e menor toxicidade sistémica.
Nesse contexto, o trabalho teve como objetivo investigar as propriedades fotoquimicas e
bioldgicas de derivados do azul de metileno, avaliando sua potencial aplicacio como
fotossensibilizantes no tratamento de cancer de pulmao. Foram estudados o azul de metileno
(AM), seu derivado contendo grupo naftil-metil-piperazina (AM-NMP) e um intermediario de
sintese (AM-I), com énfase na relacdo entre lipofilicidade, interacdo com biomoléculas e
atividade fotodindmica. Inicialmente, avaliou-se a fotodegradagdo dos compostos sob
irradiagdo com LED vermelho (A = 633 nm), observando-se menor estabilidade fotodindmica
para AM e AM-NMP em comparacdo ao intermediidrio AM-I. A lipofilicidade foi determinada
por meio do coeficiente de particio (LogP), evidenciando maior cariter predominantemente
hidrofilico para o0 AM-NMP (LogP = -0,7 = 0,4) e AM (LogP = -1,4 £ 0,3), porém com o
derivado possuindo uma lipofilicidade ligeiramente maior que seu percussor. Ensaios de
ligacdo em lipossomos corroboraram esse resultado, demonstrando maior afinidade do AM-
NMP por sistemas lipidicos. A interagdo com albumina de soro bovino (BSA) foi investigada
por espectroscopia de fluorescéncia, revelando constantes de liga¢do na ordem de 103-10° M™!
e estequiometria aproximada de 1:1, indicando interacdo moderada e potencial capacidade de
transporte plasmatico. Ademais, a foto-oxidacdo da BSA mostrou diminui¢do de fluorescéncia
mais rapida quando em presenca de AM, sugerindo degrada¢@o mais rapida comparada com os
outros compostos. Ao avaliar a taxa de incorporacdo em células A549, nota-se valores maiores
para AM-NMP, atribuido a sua maior lipofilicidade. Nos testes de viabilidade celular por MTT,
0s compostos ndo apresentaram toxicidade significativa no escuro, porém sob irradiacdo o AM
e 0 AM-NMP demonstraram atividade fototoxica significativa, enquanto o intermediario AM -
I ndo apresentou efeito satisfatorio. Os resultados evidenciam que modificacdes estruturais no
azul de metileno influenciam diretamente suas propriedades fotofisicas, interacio com
biomoléculas e atividade fotodinamica. O derivado AM-NMP destacou-se pela maior
lipofilicidade e incorporac¢do celular, e com eficiéncia fotodinamica similar a do AM. Assim,
AM-NMP se mostra como candidato promissor para aplicacdo em terapia fotodindmica em

células de cancer de pulmao.

Palavras-chave: terapia fotodindmica; azul de metileno; fotossensibilizantes; cancer de

pulmado; fenotiazinas.



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) has emerged as a promising alternative to conventional
cancer treatments due to its selectivity and lower systemic toxicity. In this context, this study
aimed to investigate the photochemical and biological properties of methylene blue derivatives,
evaluating their potential application as photosensitizers in the treatment of lung cancer.
Methylene blue (MB), its derivative containing a naphthyl-methyl-piperazine group (MB-
NMP), and a synthesis intermediate (MB-I) were studied, with emphasis on the relationship
between lipophilicity, interaction with biomolecules, and photodynamic activity. Initially, the
photodegradation of the compounds under irradiation with red LED (A = 633 nm) was
evaluated, observing lower photodynamic stability for MB and MB-NMP compared to the
intermediate AM-I. Lipophilicity was determined using the partition coefficient (LogP),
showing a predominantly hydrophilic character for AM-NMP (LogP = -0.7 £ 0.4) and AM
(LogP =-1.4 £0.3), although the derivative had a slightly higher lipophilicity than its precursor.
Liposome binding assays corroborated this result, demonstrating a greater affinity of AM-NMP
for lipid systems. The interaction with bovine serum albumin (BSA) was investigated by
fluorescence spectroscopy, revealing binding constants on the order of 103-10° M and an
approximate stoichiometry of 1:1, indicating moderate interaction and potential plasma
transport capacity. Furthermore, photo-oxidation of BSA showed a faster decrease in
fluorescence when in the presence of AM, suggesting faster degradation compared to the other
compounds. When evaluating the incorporation rate in A549 cells, higher values were observed
for AM-NMP, attributed to its greater lipophilicity. In MTT cell viability tests, the compounds
did not show significant toxicity in the dark; however, under irradiation, AM and AM-NMP
demonstrated significant phototoxic activity, while the intermediate AM-I did not show a
satisfactory effect. The results show that structural modifications in methylene blue directly
influence its photophysical properties, interaction with biomolecules, and photodynamic
activity. The AM-NMP derivative stood out for its greater lipophilicity and cellular
incorporation, and with photodynamic efficiency similar to that of AM. Thus, AM-NMP shows

promise as a candidate for application in photodynamic therapy in lung cancer cells.

Keywords: photodynamic therapy; methylene blue; photosensitizers; lung cancer;

phenothiazines.
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INTRODUCAO

O cancer de pulmdo constitui um dos principais problemas de saide publica em escala
global, destacando-se tanto pela elevada incidéncia quanto pela alta taxa de mortalidade
associada. Atualmente, é o segundo tipo de cancer mais diagnosticado no mundo e permanece
como a principal causa de mortes relacionadas ao cancer. Estimativas globais indicam que,
apenas no ano de 2020, aproximadamente 2,2 milhdes de novos casos foram diagnosticados,
resultando em cerca de 1,8 milhdo de 6bitos atribuidos a doenca. (Zhou et al., 2024)

Apesar dos avancos nas estratégias de diagndstico e tratamento, o cancer de pulmao
continua apresentando taxas de sobrevida relativamente baixas, o que refor¢a sua relevancia
como um grave desafio para os sistemas de saide. Ademais, a incidéncia e a mortalidade
associadas a essa neoplasia variam significativamente entre diferentes regides geograficas,
atrelado a poluicdo urbana, e entre os sexos, fato conectado a uso do tabagismo, sendo
observada uma carga particularmente elevada em paises asiiticos, devido a alta densidade
industrial e em individuos do sexo masculino. (Zhou et al., 2024)

De forma consistente com esse cendrio, estimativas mais recentes indicam que, em 2022,
o cancer de pulmao foi o tipo de cancer mais frequentemente diagnosticado em todo o mundo,
com aproximadamente 2,48-2,5 milhdes de novos casos, permanecendo simultaneamente
como a principal causa de mortes por cancer, com cerca de 1,8 milhdo de 6bitos no ano. (Bray
et al., 2024; Zhou et al., 2024)

Do ponto de vista clinico-patoldgico, o cancer de pulmao € classicamente dividido em
dois grandes grupos: cancer de pulmao de células nao pequenas (NSCLC, do inglés non-small
cell lung cancer) e cancer de pulmao de pequenas células (SCLC, do inglés small cell lung
cancer). O NSCLC engloba principalmente adenocarcinoma, carcinoma espinocelular e
carcinoma de grandes células, que, embora se originem de diferentes tipos celulares,
compartilham caracteristicas semelhantes em termos de abordagem terapéutica e progndstico.
Ja o SCLC, menos frequente, € biologicamente mais agressivo, apresenta crescimento rapido e
alta propensao a disseminacdo metastatica precoce, o que se associa a maior risco de recidiva.
(American Cancer Society, 2024)

Diante da elevada incidéncia e mortalidade do cancer de pulmio, o manejo clinico
geralmente combina diferentes modalidades terapéuticas, selecionadas de acordo com o subtipo
histoldgico, o estdgio da doenga, a extensdo tumoral e as condi¢des clinicas do paciente. Os
principais tratamentos atualmente empregados incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia,

radioterapia corporal estereotictica, terapias-alvo e imunoterapia (Mayo Clinic, 2024)
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Na cirurgia, podem ser realizadas desde resseccdes em cunha ou segmentares até
lobectomia ou pneumonectomia, visando a remo¢ao completa do tecido tumoral sempre que
possivel. A radioterapia utiliza feixes de alta energia, como raios X ou proétons, frequentemente
em associacdo a quimioterapia, que emprega fairmacos citotoxicos sist€émicos capazes de inibir
a divisdo celular, mas que também causam efeitos adversos relevantes, como mielossupressao
e imunossupressdo. Na radioterapia corporal estereotdctica, doses elevadas de radiacdo sdo
dirigidas com alta precisdo a tumores pulmonares pequenos, especialmente em pacientes
inoperaveis. As terapias-alvo e a imunoterapia, por sua vez, atuam sobre vias moleculares
especificas ou modulam a resposta imune antitumoral, sendo particularmente indicadas em
casos avangados ou metastaticos com perfis moleculares definidos. (Mayo Clinic, 2024)

Apesar de avancos relevantes, os tratamentos convencionais ainda estdo associados a
toxicidades significativas e nem sempre resultam em controle duradouro da doenca,
contribuindo para impactos fisicos e psicolégicos importantes na qualidade de vida dos
pacientes. Nesse contexto, terapias emergentes potencialmente mais seletivas, como a terapia
fotodinamica (TFD), tém sido investigadas como alternativas seguras e eficazes para o
tratamento do cancer de pulmdo. (Crous; Abrahamse, 2022a)

A TFD ¢ utilizada clinicamente para o tratamento do cancer de pulmao desde a década
de 1990, com o fotossensibilizador (FS) derivado de hematoporfirina (hematoporphyrin
derivative, HpD), comercialmente conhecido como Photofrin®. Em 1993, esse composto foi
aprovado para o tratamento de cancer de pulmdo em estagio inicial e avancado em diversos
paises, e, em 1998, recebeu aprovacido da agéncia regulatdria norte-americana (FDA, do inglés
Food and Drug Administration) para o tratamento de cancer de pulmdo em estigio inicial
(Crous; Abrahamse, 2022).0 Laserphyrin® (mono-L-aspartil cloro e6, NPe6) é um
fotossensibilizador (FS) de segunda geracao, aprovado pelo governo japonés e utilizado desde
2004 para tratamento de cancer de pulmado em estagio inicial. (Usuda et al., 2006)

Ao longo dos anos, os ensaios clinicos demonstraram que a TFD prolongou a
sobrevivéncia e proporcionou paliacdo em casos de NSCLC inoperdvel, parcialmente ou
totalmente obstrutivo (Diaz-Jiménez et al., 1999), eficaz na paliacdo de NSCLC/SC em estagio
avancado (Moghissi et al., 1999), ndo apresentou morbidade ou mortalidade e melhorou os
sintomas e a qualidade de vida quando usada em conjunto com a quimioterapia em casos de
NSCLC avangado em que as operagdes curativas eram contraindicadas. (Kimura et al., 2015)

Apesar de suas vantagens, a TFD apresenta limitagdes importantes no tratamento de
tumores volumosos, sobretudo devido a restrita profundidade de penetracdo da luz nos tecidos.

Em geral, apenas lesdes superficiais se beneficiam plenamente da TFD, uma vez que a luz



20

visivel atinge tipicamente de 5 a 10 mm de profundidade (Crous; Abrahamse, 2022a). Para
contornar essa limita¢do fisica, tém sido desenvolvidas novas tecnologias de fibra Optica e
dispositivos microendoscopicos, que permitem a entrega intersticial, endoscopica,
intraoperatoria ou laparoscopica da luz diretamente no interior do tumor. (Crous; Abrahamse,
2022a)

Desde a aprovagdo da TFD para o tratamento clinico do cincer de pulmao, diversos
fotossensibilizadores (FS) e fontes de luz vém sendo investigados com o objetivo de otimizar a
eficacia terapéutica. O interesse nesse aperfeicoamento decorre do fato de a TFD, em geral,
cursar com menos efeitos colaterais sistémicos do que quimio- e radioterapia, o que torna
crucial compreender em detalhe a interacdo do FS com o microambiente tumoral, os
mecanismos desencadeados apds a ativacdo luminosa e as propriedades fotofisicas e de
localizagdo celular que definem o desempenho fotodindmico de um FS. (Crous; Abrahamse,
2022)

Nesse contexto, a compreensdo detalhada do mecanismo de acdo da TFD — desde a
ativacdo do fotossensibilizador até a geracao de espécies reativas de oxigénio e a inducio de
morte celular — é fundamental para orientar o desenvolvimento de protocolos mais eficazes e

seguros, sendo o foco da se¢do a seguir.

1.1. Mecanismo de acdo da Terapia Fotodinamica (TFD)

A TFD baseia-se na intera¢do de trés componentes fundamentais: um fotossensibilizador
(FS), luz em comprimento de onda adequado e oxigénio molecular presente nos tecidos. Apds
administracdo e acimulo preferencial do FS em tecido tumoral ou em estruturas associadas ao
tumor, a regido alvo € irradiada com luz de comprimento de onda correspondente a banda de
absorcio do FS. Esse processo desencadeia uma sequéncia de eventos fotoquimicos e
fotofisicos que culminam na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e na destruicao
seletiva das células-alvo. (Correia et al., 2021)

Do ponto de vista fotofisico, o mecanismo da TFD pode ser descrito com base no
diagrama de Jablonski (Figura 1), que representa os estados eletronicos do FS e as transicoes
entre eles. No estado fundamental, o FS encontra-se em um estado singleto de menor energia
(So). Quando absorve um féton de luz, um elétron é promovido a um estado singleto excitado
(S1 ou S,). A partir desse estado, o FS pode retornar a So por decaimento radiativo (emissdo de
fluorescéncia) ou por processos nao radiativos, liberando energia em forma de calor.
Alternativamente, pode ocorrer “intersystem crossing” (ISC), no qual o FS sofre uma conversao

ndo radiativa do estado singleto excitado para um estado tripleto excitado (T1), de maior tempo
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de vida, etapa crucial para a geracdo eficiente de ERO na TFD. (Santos, 2016; Torezan et al.,

2009a)

Figura 1. Diagrama de Jablonski. Processos que ocorrem com fotossensibilizadores (FS) ao serem
ativados por luz.
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No estado tripleto, o FS pode seguir dois caminhos principais, conhecidos como reagdes
tipo I e tipo II. Na via tipo II, geralmente predominante para FS aprovados clinicamente, o FS
em T transfere sua energia diretamente ao oxigénio molecular em estado tripleto presente no
tecido (*0O2), gerando oxigénio singleto (*O:z), uma espécie altamente reativa responsavel por
grande parte do dano oxidativo em biomoléculas (Tsubone; Baptista; Itri, 2019a). Na via tipo
I, o FS em T. participa de reagdes de transferéncia de elétrons ou de hidrogénio com substratos
celulares, originando radicais livres e espécies reativas derivadas do oxigénio, como anion
superoxido (O: %), radicais hidroxila ("OH) e perdxido de hidrogénio (H20:2). Na pratica, ambos
os tipos de reacdo podem ocorrer simultaneamente, € o balanco entre eles depende de
caracteristicas intrinsecas do FS, da concentracdo de oxigénio e da composicdo do
microambiente tumoral. (Cai et al., 2025)

As EROs geradas tém tempo de vida muito curto e raio de acao limitado, o que faz com
que o dano seja altamente localizado nas proximidades onde o FS se encontra (Tsubone et al.,

2021). Dependendo da localizagcdo subcelular do FS (membrana plasmatica, mitocondrias,
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lisossomos, nucleo), podem ocorrer diferentes formas de morte celular, incluindo apoptose,
necrose e morte autofagica (Tsubone et al., 2021a). Além do dano direto as células tumorais, a
TFD também pode comprometer a vasculatura tumoral, levando a isquemia local, e modular a
resposta imune, promovendo liberacdo de antigenos tumorais que favorecem a ativacido de
células do sistema imune (Crous; Abrahamse, 2022). Em conjunto, esses efeitos contribuem
para a seletividade espacial da TFD e para seu potencial como estratégia terapéutica adjuvante

ou combinada no tratamento do cancer de pulmao.

1.2. Fotossensibilizadores (FS)

Os fotossensibilizadores (FS) constituem o elemento central da TFD, pois determinam,
em grande medida, a eficiéncia de geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), a
seletividade tumoral e o perfil de toxicidade do tratamento. As principais geracdes de FS
incluem porfirinas e derivados (como o Photofrin®), clorinas e bacterioclorinas, ftalocianinas,
além de corantes orginicos como as fenotiazinas. Para uso oncoldgico, FSs ideais devem
apresentar elevada absorcdo na janela terapéutica (600—800 nm), alto rendimento quantico de
oxigénio singlete, adequada solubilidade, baixa agregacdo e acimulo preferencial em células
tumorais, com rapida depuracdo de tecidos saudaveis. (MAGALHAES DOS SANTOS, 2018;
Torezan et al., 2009)

Entre os diferentes grupos de FS, compostos derivados do niicleo fenotiazinico, como
azul de metileno (AM) e azul de toluidina, tém atraido interesse pela combina¢do de baixo
custo, facil sintese e propriedades fotofisicas favoraveis (Wainwright, 2005). Esses corantes
possuem um cromoéforo fenotiazinico que lhes confere forte absorcdo na regiao de 630 a 680
nm (Moreira et al., 2012), dentro da janela Optica de maior penetracao tecidual, e rendimento
quantico relevante de oxigénio singlete, em torno de 0,5 para o azul de metileno em meio
aquoso (Wainwright, 2005). Além disso, fenotiazinas apresentam carga positiva e carater
anfifilico (Gonzalez-Gonzélez et al., 2021; National Library of Medicine, 2025; Zou; Xie,
2025) o que favorece a interacdo com membranas bioldgicas e dcidos nucleicos, contribuindo
para acumulo seletivo em células tumorais e organelas como mitocondrias.

Em células de adenocarcinoma de pulmao (A549), a TFD mediada por azul de metileno
(AM) foi associada a geracao de espécies reativas de oxigénio, perda do potencial de membrana
mitocondrial, ativacdo de caspases e indu¢do de apoptose, com modulacdo de proteinas pro- e
anti-apoptoticas (Lim et al., 2013). Revisdes recentes destacam que, gragas ao cromoéforo
fenotiazinico, o azul de metileno combina forte acdo fotossensibilizante com histérico de uso

clinico em outras indicagcdes, o que refor¢ca seu potencial como plataforma para o
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desenvolvimento de novos derivados com propriedades fotodinamicas otimizadas. (Taldaev et
al., 2023)

Nesse contexto, a sintese e avaliacdo de novos derivados de azul de metileno emergem
como uma estratégia promissora para aprimorar parametros como lipofilicidade, taxa de
fotodegradacdo, for¢ca de interacio com biomoléculas (lipidios e proteinas), taxa de
incorporacao celular, e efeito fotooxidativo em proteinas. A investigacdo do efeito
fotodindmico desses derivados em linhagens de cancer de pulmdo, como as células A549,
permite ndo apenas comparar sua eficicia em relacdo ao azul de metileno convencional, mas
também elucidar relacdes estrutura-atividade que podem orientar o desenho racional de
fotossensibilizadores fenotiazinicos de proxima geracao.

Sendo assim, neste trabalho foram estudadas as propriedades lipofilicas, forca de
interacdo com biomoléculas e o efeito fotodinamico de derivados do azul de metileno (Figura
2), sintetizados pela Doutoranda Ieda Vieira da Cunha em parceria com Prof. Dr. Celso de

Oliveira Rezende Junior, no Laboratério de Sintese de Candidatos a Farmacos (LaSFar).
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Figura 2. Estrutura quimica do (A) Cloreto de 3,7-bis(dimetilamino)-fenotiazina-5-io ou Azul de
metileno (AM), (B) Cloreto de 3-dimetilamino-fenoFigura 3. Desenho esquemético da organizagdo dos compostos

AM (1A), C2 (2A) e C1 (3A) na placa de 96 pocos.metFigura 4. Eppendorffs com o sobrenadante e precipitado coletados
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Fonte: Autor (2026)

1.3. Interacao dos FS com biomoléculas
A eficiéncia da terapia fotodindAmica depende ndo apenas das propriedades fotofisicas do
FS, mas também da sua interacio com biomoléculas presentes no microambiente celular, em
especial lipidios de membrana e proteinas. Como as espécies reativas geradas pela TFD
possuem tempo de vida e raio de acdo muito reduzidos, o dano fotooxidativo ocorre

predominantemente nas estruturas que se encontram em proximidade nanométrica ao FS
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(Tsubone; Baptista; Itri, 2019). Dessa forma, a afinidade do FS por determinados
compartimentos ou alvos moleculares é determinante para a extensao e o tipo de lesdo celular
induzida (Tsubone et al., 2021; Tsubone; Baptista; Itri, 2019).

No caso dos lipidios de membrana, a localizacio do FS proxima a fosfolipidios
insaturados favorece a formacgdo de radicais lipidicos e hidroper6xidos (Bacellar; Baptista,
2019; Rezende et al., 2022), desencadeando cadeias de peroxidagdo lipidica que alteram fluidez,
permeabilidade e integridade das membranas celulares (Tsubone et al., 2019). Estudos mostram
que a peroxidacdo de lipidios de membrana durante a TFD pode comprometer o potencial de
membrana mitocondrial (Klosowski et al., 2020), favorecer a liberacdo de citocromo c e
contribuir para vias de morte celular como apoptose e, em certas condi¢cdes, morte
ferroptose-like (Overchuk et al., 2025). De modo anédlogo, a proximidade do FS a proteinas
estruturais ou enzimaticas leva a oxidacdo de residuos suscetiveis, formacdo de carbonilas e
agregados, com perda de funcio e desregulacdo de vias de sinalizacdo pré- e antiapoptdticas
(De Melo Gomes et al., 2023).

Para corantes fendtiazinicos, como o AM, ha forte evidéncia de que a interacdo com
membranas, proteinas e dcidos nucleicos potencializa o dano fotoinduzido, aumentando niveis
de peroxidagao lipidica, carbonilac¢@o de proteinas e disfuncdo mitocondrial (De Melo Gomes
et al., 2023; Klosowski et al., 2020b). Ensaios in vitro, utilizando modelos simplificados de
lipidios e proteinas, sdo particularmente tteis para elucidar essas interacdes, quantificar a
extensao da oxidacdo e estabelecer relacdes entre interacdo do FS com biomolécula, dano
fotooxidativo em lipidios e proteinas e a eficiéncia da TFD em causar morte celular.

No contexto deste trabalho, a caracterizacido da intera¢do de novos derivados de AM com
lipidios e proteinas visa compreender se a proximidade com essas biomoléculas pode
maximizar reagoes fotooxidativas e, consequentemente, modular a resposta fotodinamica em

células A549 de cancer de pulmio,

2. OBJETIVO

Investigar o potencial fotodinamico dos derivados de AM, sendo eles o composto 1 e
composto 2 a qual conten um grupo substituinte naftil-metil-piperazina, em células A549 de
adenocarcinoma de pulmao humano, avaliando se existe relacdo entre atividade fototdxica em

células de cancer de pulmao, com a for¢a de interacdo com biomoléculas (lipidios e proteinas).
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2.1 Objetivos especificos

Determinar o coeficiente de particdo (LogP) dos compostos AM, composto 1 e composto
2,

Avaliar a interagdo dos compostos em lipossomos,

Avaliar a interagdo dos FSs com a proteina albumina do soro bovino (BSA),

Investigar a fotooxidagdo promovida na BSA,

Determinar a taxa de incorporacao celular dos FSs em células de cancer de pulmao A549,

Avaliacao da fototoxicidade dos compostos em células do cancer de pulmado (A549).
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3. METODOLOGIA
3.1 Avaliacao da fotodegradacao do AM, C1 e C2.

Neste experimento, o intuito era investigar de forma qualitativa a capacidade de
fotodegradacdo dos fotossensibilizadores AM, C1 e C2 mediante a irradiacio com LED
vermelho (Amax = 633 nm £ 0,17), a 6,98 mW/cm? de poténcia aplicado a 7 cm de distancia da
amostra. Dessa forma, preparou-se uma solu¢do de cada FS em tampao fosfato a 0,1 M com pH
de 7,5 e foi adicionado em uma placa os seguintes volumes: 200uL para o AM, 300uL para o
Cl e 300uL para o C2, volumes esses ajustados para uma absorbincia maxima de
aproximadamente 0,5.

Ap6s a montagem da placa, conforme esquematizado na Figura 4, as amostras foram
submetidas a ciclos de irradiacdo sequenciais, entre 0 e 50 minutos, totalizando 10 pontos de
tempo para cada FS. A leitura foi feita na leitora de microplacas (Modelo: EPOCH-SN, Marca:

Biotek-Agilent), com os graficos sendo elaborados utilizando o software Origin Pro 8.0.

Figura 3. Desenho esquemaético da organizacao dos compostos AM (1A), C2 (2A) e C1 (3A)
na placa de 96 pocos.
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Fonte: Autor (2026)

3.2 Determinacio do coeficiente de particao (Log P)
Com o intuito de investigar a lipofilicidade dos compostos fotossesibilizadores AM, C1
e C2, foram feitos ensaios para calcular o seu Log P, logaritmo esse de particio do FS entre
uma solugdo aquosa e de 1-octanol (Isik et al., 2020). Os dados de intensidade de absorc¢ao
foram coletados por meio de um espectrofotometro UV-Visivel (Marca: Shimadzu, Modelo:

UV-2501 PC).
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Foram inicialmente preparados trés estoques concentrados de cada FS em agua. A partir
desses estoques, realizaram-se dilui¢des em cubetas com etanol, com dois objetivos: determinar
a concentracdo real dos estoques e ajustd-los para uma concentracdo final de 30 uM,
considerada como absorbancia total, para cada FS em triplicata.

Em seguida, foram preparados sistemas bifasicos adicionando-se 1 mL do estoque
ajustado e 1 mL de 1-octanol em tubos Falcon de 15 mL, em triplicata para cada FS, os quais
foram tampados e agitados por 2 minutos em vortex em velocidade maxima. Apds a agitacdo,
os tubos foram protegidos da luz com papel aluminio e mantidos sob temperatura ambiente por
24 h para permitir o equilibrio de parti¢ao. Decorrido esse periodo, a fase orgéanica (1-octanol)
foi cuidadosamente separada com pipeta volumétrica e transferida para novos tubos. Da fase
aquosa, retirou-se o0 mesmo volume utilizado no ajuste da absorbancia total, e a absorbancia foi
medida novamente apds a parti¢do com o solvente apolar. Com os valores de absorbéncia da
fase aquosa, calcularam-se os coeficientes de particao (LogP) de cada FS, conforme a equacio 1

(Wainwright et al., 2009).

log P = log(

Abstotal_AbSégua) N
Equacdo 1

AbStotal

3.3 Ligacao dos FS em lipossomos

Em continuidade a investigacdo da lipofilicidade dos fotossensibilizadores, foram
realizados ensaios de porcentagem de ligacdo a vesiculas lipidicas (lipossomas). Essas
estruturas supramoleculares sdo formadas por anfifilicos que organizam bicamadas contendo
pequena fracio aquosa, de modo que vesiculas compostas por fosfolipidios naturais mimetizam
adequadamente membranas bioldgicas (Paul; Guchhait, 2012).

Inicialmente, foram pesados 30 mg de lecitina de soja em balanca analitica de cinco
casas decimais (Prix, Toledo AS82/220 R2, RELAM — Campus Santa Monica/UFU). O lipidio
foi dissolvido em aproximadamente 1 mL de cloroférmio e o solvente removido em
rotaevaporador, formando um filme lipidico. Em seguida, o filme foi hidratado com 2 mL de
tampao Tris 5 mM, pH 7,4, previamente ajustado em pHmetro, para obtencido das vesiculas
lipossomais.

Com os lipossomos prontos, foram preparadas solucdes de fotossensibilizadores AM e
C2 e posteriormente adicionado em 2 eppendorffs de 1500uL a qual foi tirado uma aliquota de
1000uL para a leitura da absorbancia total por meio de espectrofotometro UV -Visivel (Marca:
Shimadzu, Modelo: UV-2501 PC). Logo, preparou-se 6 eppendorffs de 1500uL com a solugio
cada de FS mais a solu¢do de lipideos seguindo a proporcdo de 1300uL para 200uL
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respectivamente. Apds a mistura, os eppendorffs foram centrifugados a 10000rpm por 6
minutos. Posteriormente, foi separado o sobrenadante do precipitado como mostra a Figura 5,
para ser feita a leitura da absorbancia no espectrofotdmetro com a dilui¢do de 1:1 em etanol.

Os calculos das porcentagens de ligacdo para cada FS foram feitos seguindo a equagao 2.

% liga(;éo = ( AbSpreciptado ))( 100% Equacio 2

AbSpreciptadotAbSsobrenadante

Figura 4. Eppendorffs com o sobrenadante e precipitado coletados para os compostos AM
(A) e C2 (B)
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Fonte: Autor (2026)

3.4 Interacao dos FSs com Albumina de Soro Bovino (BSA)
Com o objetivo de avaliar a interagdo das fenotiazinas com a albumina de soro bovino
(BSA, do inglés Bovine Serum Albumin), foi preparada uma solucdo tampao Tris 10 mM, pH
7,4, a qual foi utilizada como solvente para o preparo das solucdes de BSA e dos FS. A solu¢ao
de BSA foi preparada na concentracdo de 3 uM. Para os FS, foram inicialmente preparadas
solugdes estoque, que posteriormente foram diluidas no tampdo para obtencdo das

concentracdes apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Concentracdes de cada FS em tampao tris 10mM pH =7 4.

FS Concentracio (x10-5) em mol/L
AM 1,45
C2 2,84
Cl 1,89

Fonte: Autor (2026)

O experimento foi conduzido em temperatura controlada de 21 °C. Inicialmente,
3000 uL da solugao de BSA foram adicionados a uma cubeta de quartzo. Em seguida, o FS foi
adicionado sequencialmente em aliquotas de 30 uL, sendo cada adi¢cdo seguida por um periodo
de interacdo de 2 min antes da realizacdo das medidas. Apds cada etapa, foram registradas as
leituras de absorbancia e de fluorescéncia.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas com excitacdo em Aexc =280 nm,
varredura de emissao entre 300 e 550 nm e fendas de excitacio e emissdo ajustadas para 5/5 nm.
Os dados obtidos foram utilizados para o cilculo das constantes de Stern—Volmer (Ksv) e
constante de ligacdo (Ky), ajustadas ao modelo de Lakowicz por meio de lineariza¢do, conforme
descrito pelas Equagdes 3 € 4.

% =1+ K,[FS] Equagio 3

Em que:

e Fp: a intensidade de fluorescéncia da biomolécula (BSA) na auséncia do supressor (0s
complexos de rénio), representando a fluorescéncia inicial, antes de qualquer interagdo com
o FS.

e F:aintensidade de fluorescéncia da biomolécula (BSA) na presenca de uma determinada
concentracdo do supressor (FS).

e K, (Constante de Stern-Volmer): quantifica a eficiéncia da supressdo da fluorescéncia pelo
FS.Ea inclinacdo do grafico de Fo/F versus [FS].

e [FS] (Concentracdo do Supressor): a concentragao molar do supressor (os FSs) na solugao.
Log(%) = Log(K,) + nLog[FS] Equacgio 4

Em que:
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e log(Fy/F): logaritmo da razdo entre a intensidade de fluorescéncia da biomolécula (BSA)
sem o ligante (Fo) e a intensidade de fluorescéncia da biomolécula na presenca de uma
determinada concentracdo do ligante (FS).

e Log (Kp): logaritmo da constante de ligacdo (Kp), ou seja, medida da afinidade de ligacdo
entre os FSs e a BSA.

e n (Numero de Sitios de Ligac@o): representa o nimero de moléculas do ligante (FS) que
podem se ligar a uma tnica molécula da BSA.

e Log [FS]: logaritmo da concentracdo molar do ligante (FS).

3.5 Foto-oxidacao da Albumina de Soro Bovino (BSA)

Para investigar a foto-oxidacdo dos compostos, foi feito o ensaio da sua capacidade foto-
oxidativa em albumina de soro bovino. Primeiramente, foi preparado uma solucdo de tampao
tris 10mM de pH 7,4 a qual foi usada para preparar uma solu¢do de BSA de 1,0 uM, em
consonancia com o preparo das solucdes dos FS, utilizando o mesmo solvente, com as

concentracdes organizadas na Tabela 2.

Tabela 2. Concentragdes de cada fotossensibilizante em tampao tris I0mM pH = 7,4

Concentracgdes dos [FS] em mol/L

[FS] Concentracdo (x107)
AM 1,45
C2 2,84
C1 1,89

Fonte: Autor (2026)

Apés a finalizacdo do preparo das solucdes, foram feitas as medidas no
espectrofotometro de fluorescéncia (Marca: Varian, Modelo: Cary Eclipse), localizado na
Rede de Laboratorios Multiusuario (RELAM) da UFU, Campus Santa Monica com a
colaboracao da Doutoranda Patricia Alves Matos. Diante disso, as amostras foram inseridas em
uma cubeta de quartzo com irradiagao de cada composto com LED vermelho de Amsx = 633 nm,
poténcia 6,98 mW/cm? a 7,0 cm de distancia da amostra sob agitacdo, sendo a leitura de

fluorescéncia feita de 2 em 2 minutos apods irradia¢do. Foi medido a fluorescéncia da BSA

usando os pardmetros de Acxc = 280 nm, leitura de Aem = 300 a 550 nm e fendas de 5/5 nm.



32

3.6 Cultivo das células A549

Para o ensaio de incorporagao celular, os compostos foram testados em células de cancer
de pulmao, linhagem essa de adenocarcinoma epitelial basal alveolar humano A594. As células
formam cultivadas em meio de cultura, até estarem crescidas o suficiente para serem
manipuladas como na Figura 6. Para o cultivo foi preparado 1000 mL de DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium), a qual foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) com
antibidtico.

Primeiramente, o meio antigo no frasco foi descartado, e posteriormente, adicionado
ImL de PBS (Phosphate Saline Buffer) a fim de lavar o recipiente. Em seguida, para soltar as
células aderidas ao frasco, foi adicionado 1,5mL de tripsina (tripsina-EDTA), em seguida o
frasco foi agitado moderadamente e colocado por 5 minutos na estufa (37°C, 5% de CO>). As
células suspendidas foram transferidas para um falcon adicionando-se meio de cultura completo
para cortar o efeito da tripsina, assim o falcon foi centrifugado por 5 minutos a 1500rpm na
centrifuga (marca: Kasvi modelo: K14-1215P) disponibilizada no LiFeBio. A quantificacdo do

numero de células foi realizada utilizando uma cidmara de Neubauer.

Figura 5. Células de cancer de adenocarcinoma epitelial basal alveolar humano (A594)
cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) sob temperatura
controlada a 37°C.

Fonte: Autor (2026)
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3.7 Incorporacao dos FSs em células A549

Para o plaqueamento, aproximadamente 300.000 células por pogo foram semeadas em
uma placa de 12 pocos (2000 puL por poco) e incubadas por 24 horas em estufa (37 °C, 5% de
COz2) para permitir a adesdao celular. Os FSs foram previamente solubilizados em DMSO e
posteriormente diluidos em DMEM nas concentracdes desejadas, assegurando-se que a
porcentagem final de DMSO ndo excedesse 1%. Para as solu¢des dos FSs foram preparos 8mL

de solu¢cdo em meio de cultura DMEM a 4uM.
Ap6s o periodo de adesdo, o meio de cultura foi removido e os pocos foram lavados
com PBS. Em seguida, adicionaram-se as solu¢des dos FSs diluidos em DMEM. A organizacao

das amostras na placa encontra-se ilustrada na Figura 7.

Figura 6. Esquema da organiza¢do dos compostos AM (1A:C) e C2 (2A:C) incubados com
células de cancer A549 a (37 °C, 5% de CO2) em uma placa de 12 pogos.
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Fonte: Autor (2026)
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ApO6s 24h horas de incubacdo do FS (4uM) nas células A549, a placa foi retirada da
estufa e coletado 1,5 mL o sobrenadante que foi transferido para uma outra placa de 12 pocos
a qual foi diluido com 1,5mL de SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sédio, do inglés Sodium Dodecyl
Sulfate). Na placa onde as células estavam aderidas, elas foram lavadas com 1mL de PBS
(Phosphate Saline Buffer) para posteriormente serem lisadas com a adi¢@o de 1,5mL de SDS a
10% (v/v). Posteriormente, o SDS nos pocos das células aderidas foi diluido com 1,5mL de
meio e cultura. Em seguida, ambas as placas, sobrenadante e lisado, foram lidas suas
absorbancias na leitora de microplaca entre 400 a 750nm. Os calculos foram efetuados seguindo

a equacgao 5.
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AbSjise
(Absjise+ AbSsobrenadante)

% Uptake = x 100% Equagdo 5

3.8 Fototoxicidade dos compostos em células A594

Aproximadamente 10.000 células por poco foram semeadas em duas placas de 96 pogos
(100 puLL por pogo) e incubadas por 24 horas em estufa (37 °C, 5% de CO-) para permitir a
adesdo celular. Os FSs foram previamente solubilizados em DMSO e posteriormente diluidos
em DMEM nas concentragdes desejadas, assegurando-se que a porcentagem final de DMSO
ndo excedesse 1%.

Apo6s o periodo de adesdo celular, o meio de cultura foi removido e os pogos foram
lavados com PBS. Em seguida, adicionaram-se as solu¢des contendo diferentes concentracdes
dos FSs diluidos em DMEM. A organizacdo das amostras, bem como suas respectivas

concentracoes, como disposto na Figura 8.

Figura 7. Esquema representativo de microplaca com 96 pogos, sendo a linha H o controle
(CT) com apenas células sem composto, as colunas 1, 2, 3 e 4 incubadas com AM, as colunas
5,6,7e8comC2¢e9,10,11 e 12 com C1 em diferentes concentragoes.
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Fonte: Autor (2026)

Apb6s 24h horas de incubagdo do FS nas células A549, as células foram lavadas com

PBS. Em uma das placas, adicionou-se meio de cultura e foi mantida no escuro. Enquanto na
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outra placa, adicionou-se meio de cultura sem fenol, e irradiou com LED vermelho de
Amix = 633 nm, poténcia 6,98 mW/cm? a 7,0 cm de distancia da amostra, irradiado por
15 minutos, resultando numa dose de luz de 6 J/cm?. Apos a irradiacdo, retirou-se o meio de
cultura sem fenol e foi adicionado novamente 100 uL de DMEM com fenol e a placa foi deixada
para incubar em estufa (37°C, 5% de CO-) por 24 horas pds irradiacao.

Ap6s 24 h da irradiacdo, adicionou-se 13 uL da solucio de 3 mg/mL de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazdlio] (MTT) a cada pogo, obtendo-se uma
concentracdo final de 0,35 mg/mL de MTT no poco. As placas foram entdo incubadas por mais
3 h em estufa a 37 °C, sob atmosfera de 5% de CO..

Durante esse periodo, o MTT foi reduzido pelas desidrogenases mitocondriais de células
metabolicamente ativas, formando cristais insoliveis de formazan, os quais sdo diretamente
proporcionais a viabilidade celular (Berridge; Tan, 1993; Luiz et al., 2019).

Concluida as 3 h de incubagcdo do MTT nas células, o meio de cultura foi
cuidadosamente removido e os cristais formados foram solubilizados em 100 uL. de DMSO. A
absorbancia foi entdo mensurada a 570 nm utilizando uma leitora de microplacas (Biotek-
Agilent, modelo EPOCH-SN), instalada no LIFeBio.

A viabilidade celular foi quantificada por meio da equagdo 6, e os valores de ICso dos
compostos foram obtidos pela construcio e andlise da curva dose-resposta no software
GraphPad Prism 5.0.

ABStrat(570nm) _ABStrat(600nm)

O/ T ] _
YoViabilidade celular S ABScr(570nm)—YL, ABScr(600mm)

Equacio 6

Em que:

o  ABStat: Absorbiancia em 570 nm ou 600 nm, das células tratadas com TFD
e ABScT: Absorbancia em 570 nm ou 600 nm, das células controle (sem tratamento)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da fotodegradacao do AM, Composto 1 e Composto 2

O estudo da fotodegradacao de fotossensibilizadores (FS) constitui um parametro
relevante para a compreensdo de seu comportamento fotoquimico e de sua eficiéncia em
processos fotodindmicos (Khan et al., 2022). A degradacdo do cromdforo sob irradiacdo estd
frequentemente associada a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO), uma vez que essas
mesmas espécies podem participar de reagdes foto-oxidativas que levam a modificacdo
estrutural do FS (Khan et al., 2022; Viola; Dall’acqua, 2006). Assim, a caracteriza¢do do perfil
de fotodegradacdao dos diferentes FS permite ndo apenas comparar sua estabilidade
fotoquimica, mas também obter informacdes sobre sua efici€éncia de participagdo nas reacdes
fotooxidativas que culminam no dano celular desejado.

O equilibrio entre reatividade fotoquimica e estabilidade estrutural € um aspecto critico,
pois taxas excessivamente elevadas de degradacdo podem comprometer a disponibilidade do
FS ao longo do tratamento. A avaliacdo comparativa da fotodegradagcdo permite correlacionar
estabilidade fotodindmica, geracdo de espécies reativas e desempenho biolégico dos
fotossensibilizantes estudados.

A Figura 9 apresenta os espectros de absor¢ao UV—Vis das moléculas AM (A), C2 (B) e
C1 (C) registrados ao longo do tempo de irradiacdo com LED vermelho. Para AM e C2 observa-
se uma diminui¢do progressiva da intensidade das bandas de absorcdo caracteristicas na regido
do visivel a medida que o tempo de irradiacdo aumenta, indicando a ocorréncia de
fotodegradacio. Em contraste, o composto Cl apresenta alteragdes espectrais
significativamente menos pronunciadas ao longo do mesmo periodo de irradiagdo, sugerindo

comportamento fotodegradativo menor.

Figura 8. Espectros de absorbancia dos compostos AM (A), C2 (B) e C1 (C) com sua
irradiacdao de 0 a 50 minutos.

Fotodegradagio - Azul de metileno (AM) (A) Fotodegradagio - €2 (B) Fotdegradagio - C1

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda {nm) Comprimento de onda (nm)
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Com o intuito de comparar de forma mais clara a fotodegradacdo dos compostos, foi
construido o grafico da absorbancia no comprimento de onda de maxima absor¢ao (Amax) em
funcdo do tempo de irradiacdo (Figura 10). Observa-se que todos os compostos apresentam
diminuicdo da absorbdncia ao longo do tempo, indicando ocorréncia de fotodegradacdo sob
irradiacdio com LED vermelho. No entanto, a magnitude dessa diminui¢do varia

significativamente entre os compostos analisados.

Figura 9. Representacdo grafica comparativa dos espectros de absor¢ao dos compostos sob
irradiagio com LED vermelho (Aem = 633 nm), poténcia 6,98 mW/cm? a 7,0 cm de distincia
da amostra.

o« AM = C2 « C1
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Fonte: Autor (2026)

O AM apresenta a maior taxa de decaimento da absorbadncia, evidenciando maior
suscetibilidade a fotodegradag¢do nas condi¢des experimentais empregadas. O derivado C2
também apresenta reducdo progressiva da absorbancia, porém com comportamento
intermedidrio, indicando maior estabilidade fotodindmica em compara¢do ao AM. Em
contraste, o composto C1 apresenta a menor variagdo de absorbancia ao longo do tempo,
sugerindo elevada resisténcia a fotodegradacao.

A maior fotodegradacido observada para o AM pode ser associada a sua elevada efici€éncia
fotodinamica, uma vez que a degradacdo do cromdforo estd frequentemente relacionada a
geracdo de espécies reativas de oxigénio durante o processo fotoquimico. A modificacio

estrutural presente no C2 parece conferir maior estabilidade ao sistema, possivelmente por
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efeitos estéricos e eletronicos associados ao grupo naftil-metil-piperazina, que podem reduzir a
taxa de reacoes foto-oxidativas diretas sobre o croméforo fenotiazinico.

Em conjunto, os resultados demonstram que modificacdes estruturais no AM influenciam
significativamente sua estabilidade fotodindmica. O derivado C2 apresenta um equilibrio
favoravel entre estabilidade e reatividade fotoquimica. Assim, embora a fotodegradacio
represente uma limitacdo em termos de estabilidade, ela também se correlaciona com a

atividade fotodinamica desejada para aplicacdes em TFD.

4.2 Determinacao do coeficiente de particao (Log P)

A lipofilicidade dos fotossensibilizadores, frequentemente expressa pelo coeficiente de
particdo octanol/agua (Log P) (Myrzakhmetov et al., 2022), constitui um pardmetro fisico-
quimico fundamental para compreensao de seu comportamento biol6gico em TFD (Benov,
2015). Valores de Log P refletem a tendéncia da molécula em se distribuir entre fases aquosa e
lipofilica e estdo diretamente relacionados a capacidade de particdo em membranas, ao padrdao
de internalizacdo celular e a localizacao subcelular do FS (Ben-Dror et al., 2006; Saenz et al.,
2022), fatores que modulam a extensdo e o local do dano fotooxidativo.

Estudos com diferentes classes de FS indicam que faixas intermediarias de
lipofilicidade, associadas a carater anfifilico, tendem a favorecer a interacdo com membranas e
o acimulo em compartimentos celulares relevantes (Okunaka et al., 1992; Pucelik et al., 2020),
embora a relacdo entre Log P, ligacdo a lipossomas e incorporacdo celular nem sempre seja
linear e também depende fortemente das especificidades de cada tipo celular.

Nesse contexto, a andlise comparativa dos valores de Log P dos derivados fenotiazinicos
estudados fornece subsidios para interpretar seus resultados de interacdo com modelos
biomiméticos (lipossomos) e seu desempenho fotodindmico em células A549, contribuindo
para o entendimento de como modificagdes estruturais modulam o equilibrio entre
hidrofobicidade, afinidade por membranas e eficicia fotodinamica.

A determinacdo experimental do coeficiente de particdo (Log P) dos FS foi realizada a
partir da comparacdo entre a absorbancia total em meio aquoso e a absorbancia remanescente
na fase aquosa ap6s o equilibrio com 1-octanol. Na Figura 11 sdo apresentados os espectros de
absorbancia do AM (A) e do C2 (B) antes (curvas tracejadas) e apds a particdo (curvas
continuas) nas trés réplicas analisadas, evidenciando a diminui¢do da intensidade da banda de
absorcao principal na fase aquosa apds o contato com o solvente organico (octanol). Essa

reducdo de absorbancia foi utilizada para estimar a fra¢do de FS transferida para a fase organica
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e, consequentemente, calcular os valores de Log P de cada composto. Diante disso, por meio

da equacgdo 1, obteve-se os valores de LogP para cada FS (Tabela 3).

Figura 10. Espectros de absorbancia da particdo aquosa e a absorcao total do (A) AM e (B)
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Fonte: Autor (2026)

Tabela 3. Valores do coeficiente de particdo (Log P) calculados, com Amix de absorcdo.
Experimento realizado em triplicata, portanto os valores representam a média + desvio padrao

(DP).

[FS] Log P £DP
AM -1,4+0,3
C2 -0,7+0,4

Fonte: Autor (2026)

No presente trabalho, 0 AM e o C2 apresentaram valores de Log P de —1,4 £ 0,3 ¢ —0,7
+ 0,4 (Tabela 3), respectivamente, indicando carater globalmente hidrofilico, porém com
lipofilicidade moderadamente maior para o derivado C2. Esses resultados se situam na faixa de
valores reportados na literatura para o AM, cujo Log P ¢ descrito como —0,9 em andlise
comparativa de fenotiazinios (Walker et al., 2004b), variando entre —0,62 (experimental) e
—0,51 (célculo in silico) em estudo recente (Pereira et al., 2023), e chegando a aproximadamente
—0,1 em outro trabalho que empregou metodologia distinta de determinacdo (Bacellar et al.,
2014a) Em conjunto, essa dispersao de valores evidencia que o Log P do AM apresenta sensivel
dependéncia das condicdes experimentais e do método de cédlculo utilizados, o que impede a

defini¢do de um valor Gnico “exato”. Além disso, a variagdo relativamente ampla de Log P
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reportada para o proprio AM na literatura (Bacellar et al., 2014b; Pereira et al., 2023b; Walker
et al., 2004a) bem como a natureza multifatorial da resposta celular a TFD, indicam que a
lipofilicidade deve ser entendida como um entre varios parametros relevantes (incluindo
agregacao, carga, localizacdo subcelular e fotostabilidade), e nio como um preditor isolado e
linear da eficicia fotodindmica. Tal experimento ndo houve aplicacdo do C1, devido a sua alta
capacidade de agregacdo o que impossibilitou a sua solubilidade em 4gua no momento a qual
foi efetuado as solugdes estoque. Devido a essa capacidade, em alguns ensaios o composto C1
ndo foi adicionado aos testes, devido a persisténcia na dificuldade de solubilizagdo nos
solventes utilizados em consonancia com os valores obtidos de decaimento baixos na foto

degradacao.

4.3 Ligacao dos FS em lipossomos

A interacdo de FS com membranas bioldgicas é importante para eficiéncia da terapia
fotodindmica, uma vez que o acimulo dos FS em lipidios influencia tanto a incorporacao celular
quanto a localizacdo subcelular e, consequentemente, o local onde as espécies reativas de
oxigénio serdo geradas (Tsubone et al., 2021c; Tsubone; Baptista; Itri, 2019¢), Lipossomas
formados por fosfolipidios naturais, como a lecitina de soja, sao amplamente empregados como
modelos biomiméticos de membranas, permitindo quantificar a fracdo de FS associada a fase
lipidica e estimar sua afinidade por ambientes hidrofébicos relevantes para o contexto biologico
(Bacellar et al., 2018). Assim, a determinacdo da porcentagem de ligagdo dos derivados
fenotiazinicos a lipossomas fornece um indicador experimental da propensdo desses compostos
a interagir com membranas, complementando os dados de Log P e auxiliando na interpretacio
de seu desempenho fotodindmico.

A Figura 12 apresenta a porcentagem média de ligacao dos fotossensibilizadores, AM e
C2, a lipossomas de lecitina de soja, obtida a partir da diferenca entre a absorbancia total e a
absorbancia do sobrenadante apds centrifugacdo. Observa-se que ambos os compostos
apresentam elevada afinidade pelos lipossomas, com valores de ligagcdo superiores a 50%, mas
o C2 exibe uma fracdo ligada mais alta (= 68%) em comparacdo ao AM (= 57%). Essa diferenca
€ consistente com o maior Log P determinado para o C2 (—0,7 = 0,4) em relagdo ao AM (—1,4
+0,3), sugerindo que o aumento moderado de lipofilicidade favorece a parti¢cao em lipidios do
modelo de membrana.

Esses resultados indicam que pequenas modificagdes estruturais no nicleo fenotiazinico

sdo capazes de modular de forma significativa a interacdo com membranas, o que € relevante
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para a TFD, pois FS mais associados a fase lipidica tendem a localizar-se nas proximidades de
bicamadas celulares, onde a peroxidacdo de lipidios e o dano a proteinas de membrana

desempenham papel central na inducdo de morte celular.

Figura 11. Valores de porcentagem de ligacdo dos FS, AM e C2, em lipossomos de lecitina

de soja.
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Fonte: Autor (2026)

4.4 Interacao dos FSs com proteina (BSA)

A albumina sérica bovina (BSA, do inglés Bovine Serum Albumin) foi empregada como
modelo de proteina globular para investigar a capacidade dos FS de interagir com proteinas em
meio aquoso, independentemente de seu papel em transporte sérico. Proteinas como a BSA
apresentam dominios hidrofébicos e sitios de ligagdo bem caracterizados, o que as torna
sistemas convenientes para avaliar afinidade, modo de ligacdo e possiveis alteracdes
conformacionais induzidas por pequenas moléculas (De Lavor et al., 2024). A determinacao
das constantes de ligacdo entre os derivados fenotiazinicos e a BSA fornece, assim, um
parametro experimental da propensao desses FS a se associar a proteinas, o que € relevante para
antecipar potenciais alvos intracelulares e entender como a proximidade com estruturas
proteicas pode modular o dano fotooxidativo gerado durante a TFD.

Albuminas emitem fluorescéncia devido a presenga de trés aminodcidos com grupos
fluoréforos intrinsecos: triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe). Contudo, a maior
parte do sinal fluorescente observado provém de Trp e Tyr, uma vez que a Phe apresenta

rendimento quantico de fluorescéncia muito reduzido (Lakowicz, 2006). Ainda nesse sentido,
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quando ocorre uma ligacdo de alguma molécula na BSA gera alteracdes conformacionais,

afetando a intensidade da fluorescéncia dessas albuminas (Bertucci; Domenici, 2002; De Lavor
et al., 2024).

Portanto, para analisar a ligacdo dos FS nas proteinas de albumina do soro bovino,
registrou-se os espectros de fluorescéncia da BSA (Figura 13), em paralelo com medidas de

absorbancias, sob adi¢des sucessivas de FS.

Figura 12. Espectros de fluorescéncia da BSA (3,0 uM) em presenga de diferentes
concentracdes do (A) AM, (B) C2 e (C) C1, em tampao Tris (pH 7.,4), Aexe = 280 nm, fendas

de excitacan e emiccin de S ) nm
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Fonte: Autor (2026)

O espectro de fluorescéncia da BSA tem como pico de absor¢do no comprimento de
onda maximo em torno de 340 nm que diminui a intensidade dessa emissdo devido ao aumento
da concentracdo das fenotiazinas (Figura 13), diminuicido essa ocasionada por mudancas na
conformacdo dessa proteina que ocorrem quando esses compostos interagem com parte
hidrofébica (Moreira et al., 2015). Diante disso, com os dados dos espectros de emissdao foi
possivel calcular a constante de ligacdo (Kp) dos FS em BSA (Figura 14). Ademais, pela
equacdo 4 também se obteve o niimero de sitios de ligagdao (n). Dessa forma, plotou-se os
graficos log[ (Fo/F)/F] que estdao descritos na Figura 14 em fun¢do do logaritmo da concentra¢ao

dos FS com BSA. Os valores da constante de Ligacdo (Kp) e o nimero de sitios de liga¢ao (n)

obtidos encontram-se na Tabela 4.

Figura 13. Grafico de log[(Fo/F) /F] em funcdo de log [FS] com BSA (3 uM) em tampao Tris
10mM, pH 7.4.
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Fonte: Autor (2026)

Tabela 4. Constante de ligacdo (Kp) e o nimero de sitios de ligagcdo (n) dos FS em BSA.

FS K,(M™1) n R?
AM 8,80x10° 0,83 0,994
Cl 1,12x10" 0,86 0,997
C2 5,79x10° 1,19 0,958

Fonte: Autor (2026)

A Tabela 4 apresenta as constantes de ligacdo (Kp) e os expoentes n obtidos para a
interacdo dos FS com BSA. Para os trés compostos, os valores de n situam-se proximos de 1, o
que é consistente com um modelo de ligagdo predominante em um sitio equivalentes na proteina
na proporcdo (1:1) (Moreira et al., 2015; Neto et al., 2020). As constantes de ligacdo
encontram-se na faixa de 103-10° M (Tabela 4), valores compativeis com interagdes de
afinidade moderada descritas para outros FS e pequenas moléculas com albumina (Lazniewska
et al., 2021; Milutinovi¢ et al., 2017).

Observa-se uma clara tendéncia de aumento da afinidade na ordem AM < Cl« C2,
indicando que a modificacdo estrutural introduzida em C2 favorece de forma marcada a
associacdo com dominios proteicos da BSA. Considerando que estes ensaios foram concebidos
como modelo simplificado de proteinas intracelulares, os resultados sugerem que o C2 possui
maior propensido a interagir com proteinas, o que, em contexto de TFD, pode ampliar a
probabilidade de dano oxidativo dirigido a alvos proteicos quando o FS € ativado pela luz. Ja o
AM, com Kpem torno de 10* M™, mostra interacdo detectavel, porém menos intensa,
compativel com uma associa¢do mais fraca ou menos frequente com esses sitios de proteina.

Em conjunto com os dados de Log P e de ligacdo a lipossomas, a ordem crescente de
Kby (AM < C1 < C2) reforga a ideia de que o aumento moderado de carater lipofilico e anfifilico
favorece nao apenas a interacdo com fases lipidicas, mas também com superficies proteicas,
embora a relacdo entre lipofilicidade e afinidade por BSA ndo deva ser interpretada como
estritamente linear, dado o papel das caracteristicas especificas de cada derivado (carga,

distribuicao de grupos aromaticos, possibilidade de interagdes eletrostaticas e n—m).
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4.5 Foto-oxidacao da proteina (BSA) causada pelos FS

A fotooxidacdo de proteinas € um dos desfechos relevantes da terapia fotodinamica,
podendo levar a perda de funcdo enzimatica, alteracdes conformacionais e sinalizacio
pré-morte celular. A albumina sérica bovina (BSA), que contém residuos de triptofano
fortemente fluorescentes, € frequentemente utilizada como modelo para monitorar dano
oxidativo a proteinas por meio da diminuicdo da fluorescéncia intrinseca do Trp, a qual reflete
preferencialmente modifica¢cdes quimicas ou microambientais na vizinhanga desses residuos
(Kazutaka Hirakawal, 2012; Silvester; Timmins; Davies, 1998a) Nesse contexto, a avaliacdo
da cinética de apagamento da fluorescéncia de triptofano em presenca dos FS permite comparar,
de forma indireta, a capacidade relativa de cada derivado em promover foto-oxida¢do em

dominios proteicos especificos (Li et al., 2017; Reid et al., 2016; Silvester et al., 1998).

Figura 14. Espectro de fluorescéncia da BSA (3,0 uM) na presenca de (A) AM (15 uM) (B)
C2 (15 uM) e (C) C1 (15 uM) em solucdo tampao Tris (pH = 7,4) a 25°C, sob irradiacdo LED
vermelho, Amsx = 633 nm, poténcia 6,98 mW/cm? a 7,0 cm de distancia da amostra.
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Fonte: Autor (2026)

Os espectros de fluorescéncia da BSA ao longo da irradiag¢do na presenca dos diferentes
fotossensibilizadores mostram perfis distintos de decaimento do sinal de triptofano. Para o AM
(Figura 14A), observa-se uma redu¢do acentuada e progressiva da intensidade de fluorescéncia
ao longo de 30 minutos, indicando que esse derivado € particularmente eficiente em promover
modifica¢cdes fotoquimicas na vizinhanca dos residuos de Trp da BSA. Ja para o C2 (Figura
14B), o decréscimo de fluorescéncia é mais discreto, sugerindo uma taxa menor de
fotooxidagdo diretamente detectdvel nesse cromodforo. O derivado C1 (Figura 14C)
praticamente ndo altera a fluorescéncia do triptofano nas condi¢des avaliadas, o que aponta para

uma capacidade reduzida de oxidar esses sitios especificos da proteina.
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Vale salientar que a irradiacdo da BSA na auséncia de fotossensibilizador (controle,
Figura 15) resultou em apenas uma ligeira diminui¢ao da fluorescéncia do triptofano ao longo
de 30 minutos, sem alteracdes significativas no perfil espectral. Esse comportamento confirma
que, nas condi¢des de LED vermelho utilizadas, a proteina isolada niao sofre fotooxidacao
significativa, de modo que a queda acentuada de fluorescéncia observada na presenca de AM,
e em menor grau com C2, pode ser atribuida predominantemente a acdo fotodindmica mediada

pelos FS, e ndo a um efeito direto da luz sobre a BSA.

Figura 15. Espectro de fluorescéncia da BSA (3,0 uM) na auséncia dos FS em solucao
tampao Tris (pH = 7,4) a 25°C, sob irradiagdo LED vermelho, Amsx = 633 nm, poténcia
6,98 mW/cm? a 7,0 cm de distdncia da amostra.
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Fonte: Autor (2026)

Esses resultados sdo coerentes com o fato de que o ensaio monitora apenas alteragdes
ligadas ao triptofano e ao seu microambiente: fotooxidacao em outros residuos ou regides da
BSA pode ndo ser captada por essa abordagem, de modo que a auséncia de apagamento intenso
ndo exclui completamente dano em outras por¢des da proteina (Reid et al., 2016),

Ainda assim, a comparacao relativa indica que, entre os compostos estudados, o AM se
destaca por uma maior reatividade dirigida a Trp, enquanto o C2, apesar de apresentar maior
constante de ligacdo a BSA, induz um apagamento menos pronunciado, o que sugere que
afinidade de ligacdo e eficiéncia de fotooxida¢do em um dado residuo ndo sdo necessariamente
proporcionais. Essa dissociacdo entre Ky e taxa aparente de fotooxidacdo reforca a natureza
multifatorial das interacdes fotodinamicas com proteinas, envolvendo ndo sé quanto o FS se
liga, mas também onde se liga, qual o tipo de espécie reativa predominante (tipo I/tipo II) e

quao acessiveis sao os residuos alvo dentro da estrutura proteica.
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4.6 Taxa de incorporacio dos FSs em células A549

A incorporacdo de FS por células tumorais € um dos fatores centrais da eficicia da TFD,
pois condiciona a quantidade de molécula disponivel para gerar espécies reativas de oxigénio
em alvos intracelulares (Pucelik et al., 2020). Fatores como lipofilicidade, carga, tendéncia a
agregacdo e afinidade por membranas influenciam diretamente o padrio de captacido e a
distribui¢do subcelular dos FS, modulando o local e a extensao do dano fotooxidativo (Ben-
Dror etal., 2006b; Ezzeddine et al., 2013; Pucelik et al., 2020). Assim, a quantificacdo da fracao
de FS internalizada por células A549 fornece um elo importante entre as propriedades fisico-
quimicas dos derivados fenotiazinicos estudados (Log P, ligacdo a lipossomas) e sua resposta
fotodindmica observada nos ensaios de viabilidade celular.

A Figura 13 mostra a porcentagem de incorporacdo dos fotossensibilizadores AM e C2
em células A549, determinada a partir da reducdo da absorbancia no sobrenadante apds
incubacdo por 24 h.

Observa-se que o AM apresenta incorporagdo relativamente baixa, em torno de 12%,
enquanto o C2 atinge aproximadamente 41% de captacdo, indicando que o derivado é
internalizado em propor¢do cerca de trés vezes maior que o composto de referéncia, nas mesmas
condi¢des experimentais. Esse comportamento € coerente com o maior Log P do C2 (-0,7 +
0,4) em comparagdo ao AM (—1,4 =£0,3) e com a maior porcentagem de ligacao do derivado a
lipossomas, sugerindo que o aumento moderado de lipofilicidade favorece tanto a interacao
com membranas quanto a entrada na célula.

Embora esses dados indiquem uma tendéncia de associacdo entre propriedades anfifilicas
e captacdo em A549, a auséncia de correlacdo perfeita entre esses parametros reforcam que a
incorporacao celular resulta de um conjunto de fatores estruturais e ambientais. Dessa forma, é
necessario cautela ao avaliar se o aumento de internalizacdo do C2 se traduz, de fato, em maior
eficiéncia terapéutica nas condi¢des deste estudo.

Figura 16. Valores de porcentagem de incorporagdo dos FS (4 uM), AM e C2, incubados por
24 h em células A549.
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Fonte: Autor (2026)

4.7 Fototoxicidade dos compostos em células A549

A avaliacdo da viabilidade celular apds o tratamento com fotossensibilizadores é etapa
essencial para determinar tanto a citotoxicidade intrinseca dos compostos (no escuro) quanto
seu potencial fotodinamico, isto €, a capacidade de induzir morte celular de forma dependente
de luz.

Com o objetivo de analisar a fototoxicidade dos compostos derivados do azul de metileno
(AM, C2 e C1) em células de cancer de pulmao A549, foi empregado a metodologia que utiliza
o MTT. O ensaio foi realizado na auséncia e presenca de luz, sendo a irradia¢@o feita por um
LED vermelho (Amix = 633 nm, dose de luz = 5 J/cm?) com concentracdes variando de 0 a 10uM
(Figura 14).

Na auséncia de irradiacdo (Figura 14A), todos os FS apresentaram baixa citotoxicidade
em A549 na faixa de 0,1 a 7,5 uM, com viabilidade celular geralmente acima de 75% para todos
os compostos. Apds a irradiacdo nas mesmas concentragdes, observou-se reducdo
concentracdo-dependente da viabilidade celular (Figura 14B), com diferencas marcantes entre
os derivados. O AM e C2 mostrara queda progressiva de viabilidade, cruzando a linha de 50%
em torno de 7,5 uM, enquanto o derivado C1 apresentou efeito fotodindmico mais modesto,
mantendo viabilidade acima de 50% mesmo na maior concentracio utilizada de 10 uM (Figura
14B), o que indica menor capacidade de induzir morte celular sob as condi¢des de luz
empregadas.

Figura 17. Graficos de % viabilidade celular versus concentragdo do FS (uM), dos compostos
AM, C2 e Cl1, (A) na auséncia de luz e (B) irradiado com LED vermelho (Amax = 633 nm,
dose de luz = 5 J/cm?).
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Com isso, os resultados organizados dos valores de ICsp (concentraciao a qual se inibi 50%
da viabilidade celular) estdo na Tabela 5. Ainda nesse sentido, os dados de ICso puderam ser

melhor analisados pela tabela em conjunto com o seu indice fototoxico.

Tabela S. Valores de ICso (uM) dos compostos AM e Composto 2 em células A549, na auséncia
e na presenca de irradiagio com LED vermelho (Amix = 633 nm, dose de luz = 5 J/cm?).

ICso (uM) = DP )
FS Indice fototoxico
Escuro Irradiado
AM > 10 8,102 > 1,2%
Cl1 > 10 > 10 o
C2 > 10 77+04 >1,3%

*Esses sdo valores aproximados considerando ICso (escuro) = 10 uM. Fonte: Elaborado pelo autor.

Os ICsp em condicao irradiada para AM e C2 s@o muito préximos (ambos em torno de 8
uM), sugerindo que, apesar de diferencas em Log P, ligacdo a lipossomas e incorporacio, os
dois compostos alcan¢cam fototoxicidade semelhante em A549 nas condi¢des de luz utilizadas.
Ja o derivado C1 apresenta ICsg irradiado maior, indicando menor poténcia fotodinamica, o que
€ coerente com o comportamento mais hidrofilico e a menor interacdo com lipidios observado
para esse composto. Por outro lado, a maior estabilidade espectral do C1 sugere menor
reatividade fotoquimica, o que pode explicar sua baixa eficiéncia fotodindmica observada neste
ensaio.

O fato de todos os fotossensibilizadores exibirem ICso no escuro superiores a 10 uM
mostra que a citotoxicidade intrinseca € baixa na faixa de concentragdes de interesse, com um

indice de seletividade luz/escuro adequado para aplicagao em TFD.
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5. CONCLUSAO

O trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia biolégica e quimica de derivados do
azul de metileno (AM), composto 1 (C1) e composto 2 (C2), a fim de serem usados na terapia
fotodindmica para tratamentos no cancer de pulmao da linhagem A549.

Dessa forma, a investigacdo comecou analisando aspectos basicos quanto a sua
capacidade de fotodegradacdo. Os dados construidos mostraram que o azul de metileno
apresentou maior taxa de decaimento da absorbancia, logo uma capacidade fotodegradativa
considerdvel observada na figura 9A, com picos de absorbancias decaindo degradativamente,
o que denota uma elevada eficiéncia fotodinadmica, porém para o derivado C2, que também
apresentou redugdo progressiva, contudo com carater intermediario como observado na figura
9B. Destoando, o composto C1 apresentou baixa progressdao, sendo assim menor variacao de
absorbancia ao longo do tempo, sugerindo elevada resisténcia a fotodegradacdo comparado ao
AM e C2 como pode ser observado na figura 10. Tais resultados evidenciaram como
modifica¢des estruturais influenciam na efici€ncia fotodinamica.

Seguindo para o inicio da investigacdo quanto ao cariter dessas espécies quimicas,
observou-se valores de LogP de de —1,4 £ 0,3 e —0,7 = 0,4 para o0 AM e C2 respectivamente,
sugerindo caréter hidrofilico para ambos, entretanto com uma moderada lipofilicidade para o
derivado C2, resultados coerentes para essa molécula, observando um padrdo nos demais
ensaios que analisaram a lipofilicidade com valores de 68% comparado ao AM (= 57%) no
ensaio de interacdo com lipossomas, além disso apresentou aproximadamente 41% de
incorporagdo celular, logo uma maior lipofilicidade favorece uma melhor interacio com
lipidios.

A intera¢do com a proteinas mostrou que o houve uma escala crescente entre os FS, sendo
ela AM>C2>Cl1, o que denota uma maior eficiéncia em promover modificacdes fotoquimicas
na vizinhanca dos residuos de Trp da BSA para o AM. Ademais, pelo espectro controle feito
contendo somente a BSA pode se comprovar que a foto-oxidacdo observada na figura 14A, B
e C, realmente foram dos compostos analisados. Nao obstante, 0 ensaio quanto a interagao e
ligacdo com a proteina mostrou resultados da constante de liga¢do para ambos os compostos se
encontram em valores compativeis de faixa para uma ligacdio moderada (103-10° M) com
propor¢ao de ligag@o 1:1. Resultados esses, corroboram com a perspectiva a qual mudangas na
estrutura favorecem a associacdo com dominios proteicos da BSA, uma vez que o C2

apresentou maior constante de ligacdo de maior ordem comparado as demais moléculas.
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Seguindo para o dltimo ensaio, a sua viabilidade celular apresentou resultados de ICso de
8,1 uM para o AM e 7,7 uM para o C2, valore préximos para o C2 em comparagdo ao AM, em
contra partida ao C1 apresentou valores maiores que 10 uM.
Por fim, a investigacdo contribuiu de forma clara para a avaliagdo de um dos componentes da
TDF, os FS, a qual reside no potencial fotodinamico de tais moléculas e na sua interacio com
bimoléculas. Os resultados se mantiveram coerentes quanto ao cariter molecular, ja sendo
predito pelas estruturas moleculares dos compostos, indicando que pequenas modificacdes
estruturais feitas no C2, geraram impactos significativos na interacdo com lipideos e proteinas,
mantendo a fototoxicidade proxima com o do AM, fotosensibilizador ja aplicado

comercialmente.
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