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RESUMO 

 

Na busca por novas tecnologias no universo dos nanomateriais empregados no tratamento de 

câncer, esta Tese reporta a síntese e caracterização de duas plataformas nanoestruturadas 

incorporadas com moléculas fotossensíveis, capazes de serem empregadas nas Terapias 

Fototérmica e Fotodinâmica para o tratamento de câncer de mama e câncer de pele melanoma. 

Apesar das numerosas vantagens que as fototerapias apresentam no tratamento de câncer, sua 

aplicação clínica ainda é pouco difundida devido à dificuldade no desenvolvimento de sistemas 

de liberação capazes de entregar o fotossensibilizador (FS) ao tecido alvo, sem detrimento de 

suas propriedades fotoquímicas. A primeira estratégia consistiu na aplicação de nanopartículas 

de ouro (AuNPs) recobertas com uma camada polimérica catiônica de N-(2-hidroxi)propil-3-

trimetilamônio quitosana (HTCC), capazes de incorporar o FS azul de metileno (AM) e 

viabilizar sua aplicação biológica. O conjugado HTCC-AM-AuNPs, formado a partir de 

interações eletrostáticas entre seus componentes, apresentou morfologia esférica, tamanho 

compatível com direcionamento passivo (150 nm) e um potencial Zeta de superfície catiônico 

(+26 mV), que seria capaz de promover uma maior interação material-células. Ao absorver 

radiação na região do vermelho (660 nm, 100 mW cm-2) o conjugado demonstrou capacidade 

de produção de EROs, ainda que em menor proporção em relação ao AM livre, dentre elas 

oxigênio singleto (1O2) e radical hidroxia (•OH). Além disso, observou-se uma redução da foto-

oxidação do AM conjugado, e o efeito foi associado à fotoproteção conferida pela camada 

polimérica (HTCC) de revestimento. Análises de lentes térmicas revelaram que o conjugado é 

capaz de converter cerca de 25% da energia absorvida em calor. Os testes biológicos in vitro 

contra células de câncer de mama MDA-MB231, na presença de luz, revelaram maior efeito 

citotóxico de HTCC-AM-AuNPs em relação ao AM livre, apesar de sua menor capacidade de 

geração de espécies citotóxicas, o que aponta para um efeito sinérgico (fotodinâmico e 

fototérmico) proporcionado por TFT e TFD. No escuro, o conjugado proporcionou uma redução 

significativa da toxicidade do AM. A segunda estratégia proposta nesta Tese consistiu na síntese 

de um complexo polieletrolítico (CPE) a partir da combinação entre o policátion BioTMC 

(N,N,N-Trimetil quitosana biotinilada) e o poliânion PAIm-12 (poli ácido acrílico 

funcionalizado com imidazol), para incorporação do FS Ftalocianina de Zinco II (ZnPc), 

originando o CPE PAIm-12-ZnPc-BioTMC. Espectros de absorção de luz UV-Vis e de emissão 

de fluorescência comprovaram a presença de ZnPc na forma monomérica incorporada ao CPE. 

Além disso, as alterações reportadas nos espectros de FT-IR para a ZnPc conjugada ao CPE são 

indicativos de uma coordenação axial do Zinco com os grupos carboxilato do PAIm-12. 

Investigações fotoquímicas empregando ácido 9,10-antracenodiil-bis(metileno)dimalônico 

(ABDA) e luz vermelha (660 nm, 100 mW cm-2) revelaram a capacidade de formação de EROs 

pela ZnPc em sua forma livre e conjugada, sendo que na forma livre em etanol foram 

observados modelos cinéticos de fotodegradação de primeira ordem, enquanto que no CPE os 

modelos observados foram aqueles de duas etapas consecutivas de primeira ordem. Nos testes 

biológicos in vitro contra células de câncer de pele melanoma B16F10, o CPE reduziu a 

citotoxicidade no escuro da ZnPc, apresentando-se atóxico até a concentração de 2M. Na 

presença de luz branca (55,3 J cm-2), o CPE foi capaz de promover a inativação de cerca de 

55% das células de melanoma em uma única aplicação. Em suma, os sistemas propostos foram 

capazes de encapsular os FS, proporcionando fotoproteção e manutenção de suas propriedades 

físico-químicas e fotodinâmicas, viabilizando estudos futuros para aplicação biológica in vivo. 

 

Palavras-chave: terapia fotodinâmica; terapia fototérmica; nanopartículas; fotoquímica; 

espécies reativas de oxigênio. 



 
 
 

ABSTRACT 

 
In the quest for new technologies in the universe of nanomaterials used in cancer treatment, this 

Thesis reports the synthesis and characterization of two nanostructured platforms incorporated 

with photosensitive molecules, capable of being used in Photothermal and Photodynamic 

Therapies for the treatment of breast cancer and melanoma skin cancer. Despite the numerous 

advantages that phototherapies offer in cancer treatment, their clinical application is still limited 

due to the challenge in developing delivery systems capable of delivering the photosensitizer 

(PS) to the target tissue without compromising its photochemical properties. The first strategy 

involved the application of gold nanoparticles (AuNPs) coated with a cationic polymeric layer 

of N-(2-hydroxy)propyl-3-trimethylammonium chitosan (HTCC), capable of incorporating the 

PS methylene blue (MB) and then enabling its biological application. The HTCC-MB-AuNPs 

conjugate, formed from electrostatic interactions between its components, presented a spherical 

morphology, a size compatible with passive targeting (150 nm), and a cationic surface Zeta 

potential (+26 mV), which could promote a greater material-cell interaction. Upon absorbing 

radiation in the red region (660 nm, 100 mW cm-2), the conjugate demonstrated the ability to 

produce ROS, although in a smaller proportion compared to free MB, including singlet oxygen 

(1O2) and hydroxyl radical (•OH). Additionally, a reduction in the photo-oxidation of the MB 

was observed when conjugated to the system, and this effect was associated with the 

photoprotection conferred by the polymeric (HTCC) coating layer. Thermal lens analyses 

revealed that the conjugate is capable of converting about 25% of the absorbed energy into heat. 

In vitro biological tests against MDA-MB231 breast cancer cells, in the presence of light, 

revealed a higher cytotoxic effect of HTCC-MB-AuNPs compared to free MB, despite its lower 

capacity to generate cytotoxic species, indicating a synergistic effect (photodynamic and 

photothermal) provided by PTT and PDT. In the dark, the conjugate significantly reduced the 

toxicity of MB. The second strategy proposed in this Thesis involved the synthesis of a 

polyelectrolyte complex (PEC) from the combination of the polycation BioTMC (N,N,N-

Trimethyl biotinylated chitosan) and the polyanion PAIm-12 (imidazole-functionalized 

polyacrylic acid), to incorporate the PS Zinc Phthalocyanine II (ZnPc), resulting in the PEC 

PAIm-12-ZnPc-BioTMC. UV-Vis light absorption spectra and fluorescence emission spectra 

confirmed the presence of ZnPc in the monomeric form incorporated into the PEC. Moreover, 

the alterations reported in the FT-IR spectra for ZnPc conjugated to the PEC, indicate an axial 

coordination of Zinc with the carboxylate groups of the PAIm-12. Photochemical investigations 

employing 9,10-anthracenediyl-bis(methylene)dimalonic acid (ABDA) and red light (660 nm, 

100 mW cm-2) revealed the ROS formation capability by ZnPc in its free and conjugated forms, 

with first-order photodegradation kinetics observed in the free form in ethanol, while in the 

PEC, the observed models were those of two consecutive first-order steps. In vitro biological 

tests against B16F10 melanoma skin cancer cells showed that the PEC reduced the dark 

cytotoxicity of ZnPc, presenting non-toxicity up to a concentration of 2μM. In the presence of 

white light (55.3 J cm-2), the PEC was able to promote the inactivation of about 55% of the 

melanoma cells in a single application. In summary, the proposed systems were able to 

encapsulate the PS, providing photoprotection and maintaining their physicochemical and 

photodynamic properties, enabling future studies for in vivo biological applications. 

 

Keywords: Photodynamic; photothermal therapy; nanoparticles; photochemistry; reactive 

oxygen species. 
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 INTRODUÇÃO 

 

 FOTOTERAPIAS: CONTEXTUALIZANDO A TERAPIA FOTODINÂMICA E A 

TERAPIA FOTOTÉRMICA 

  

 As fototerapias podem ser definidas como estratégias terapêuticas que empregam a luz 

como principal gatilho para seu funcionamento. O emprego da luz como ferramenta para o 

tratamento de doenças apresenta registros com mais de três mil anos de antiguidade, advindos 

das civilizações grega, egípcia, chinesa, romana e indiana, tendo sido direcionado inicialmente 

às enfermidades que acometiam a pele.[1],[2] Com o passar dos anos e o desenvolvimento das 

ciências e tecnologia, as fototerapias começaram a ser estudadas para o tratamento de doenças 

endógenas, com ênfase para o câncer.[3] Dentre as fototerapias conhecidas, destacam-se 

aquelas que aplicam espécies fotoativadas, que, a partir da absorção da luz, são capazes de 

produzir o efeito terapêutico almejado, como é o caso da Terapia Fotodinâmica (TFD) e da 

Terapia Fototérmica (TFT). 

A TFD é um procedimento terapêutico clinicamente aprovado e minimamente invasivo, 

que pode induzir citotoxicidade seletiva em células malignas. Ela parte do princípio da interação 

de três componentes-chave: uma fonte de luz de comprimento de onda adequado, um 

fotossensibilizador (FS, composto químico ativável pela luz) e oxigênio.[4] Separados, estes 

componentes não são nocivos, porém, juntos, iniciam reações fotoquímicas que culminam na 

geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), que mediam reações foto-oxidativas com 

componentes celulares (DNA, lipídios e proteínas), levando a danos na estrutura 

celular.[6],[7],[8] Ao absorver luz durante a TFD, o FS é promovido para o estado eletrônico 

excitado singleto (S1, S2...Sn) (
1FS*), podendo percorrer diferentes caminhos para perder energia 

e retornar ao estado fundamental (S0). Assim, como mostra o diagrama de Jablonski da Figura 

1, a transição de S1→S0 pode ocorrer através da fluorescência, que é um processo radiativo de 

emissão de fótons (permitido por spin), que ocorre em cerca de 10-10 a 10-7 s; e/ou da conversão 

interna (CI), processo não-radiativo que envolve perda de energia na forma de calor e ocorre de 

forma mais rápida, com duração de 10-12 a 10-10 s. Ao invés de retornar a S0, o 1FS* também 

pode passar por uma conversão intersistema (CIS), que é uma transição não radiativa para o 

estado eletrônico excitado tripleto T1 (
3FS*), que ocorre em torno de 10-9 a 10-7 s.[8], [9], [10] 

Como a CIS envolve transição entre estados de diferente multiplicidade (S1→T1), ela é um 
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processo proibido por spin – mas que ocorre, na prática, devido ao acoplamento spin-órbita –, 

que aumenta o tempo de vida do 3FS*, possibilitando sua interação com substratos biológicos 

antes que o FS decaia a S0, em um processo conhecido como fosforescência que ocorre em um 

tempo substancialmente maior. 

 

Figura 1 - Diagrama de Jablonski, que mostra uma representação da absorção de fótons e dos 

possíveis caminhos de desativação do estado excitado.  

 

Fonte: adaptado pela autora.[8] 

 

Em geral, as oxidações fotossensibilizadas acontecem no estado tripleto do FS, via dois 

mecanismos principais, tipo I e tipo II (Figura 2):[5], [11], [12] 

• Mecanismo tipo I: a foto-oxidação ocorre pela transferência de elétron entre 

3FS* e componentes do sistema (1A), levando a formação de íons radicais que podem reagir 

com o oxigênio no estado fundamental (3O2), resultando em EROs como radical hidroxia (•OH), 

radical superóxido (O2
•-) e radical alcóxi (RO•), citotóxicas; 

• Mecanismo tipo II: ocorre uma transferência de energia do 3FS* para o oxigênio 

molecular (3O2), processo que resulta na geração de oxigênio singleto (1O2), espécie altamente 

reativa, que provoca a citotoxicidade.[13], [14] 
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 Os mecanismos fotoquímicos do tipo I e tipo II ocorrem de forma simultânea, e a 

proporção entre eles é determinada por diversos fatores, tais como, o tipo de FS empregado, a 

concentração de oxigênio e de substrato, assim como a afinidade de ligação entre o substrato e 

o FS. Acredita-se que a maioria dos FS opera em maior proporção pelo mecanismo tipo II, ou 

seja, formando 1O2.[5] 

 

Figura 2 - Representação dos mecanismos de ação fotodinâmica do tipo I e do tipo II, em que 

A representa um substrato oxidável. 

 

 

 Os mecanismos destacados na Figura 2 evidenciam a importância do oxigênio na TFD. 

Uma série de estudos já revelou que a maioria dos FS é ineficaz em hipóxia (condição na qual 

a concentração de O2 é extremamente baixa).[15], [16] Além disso, os mecanismos só são 

possíveis devido ao fato peculiar de que o oxigênio molecular, no estado fundamental, encontra-

se em configuração tripleto, assim como mostra o orbital molecular (OM) da Figura 3, havendo 

compatibilidade de spin com o 3FS. Em seu estado fundamental, os orbitais ocupados de maior 

energia são um par de orbitais antiligantes duplamente degenerados, que possuem dois elétrons 

desemparelhados em cada um deles. Os elétrons em questão são spin-paralelos, levando a um 

spin (S) total igual a 1, que é conhecido como configuração tripleto. De acordo com a regra de 

Hund, o oxigênio é mais estável na configuração tripleto do que singleto, uma vez que, nesta 

última, a distribuição dos elétrons nos orbitais antiligantes é energeticamente desfavorável (vide 

OM do 1O2, Figura 3).[17], [18], [19] Outro ponto que não pode deixar de ser mencionado é o 

curto tempo de vida () do 1O2, que, uma vez produzido em ambiente fisiológico, apresenta  
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inferior a 0,04 s e raio de difusão de apenas 0,02 m.[20] Desta forma, para alcançar o efeito 

citotóxico fotoinduzido durante a TFD, é necessário que o 1O2 e/ou as EROs sejam produzidos 

no sítio em que se deseja produzir a foto-oxidação, isto é, nas células cancerosas. Nesta direção, 

nos últimos anos as pesquisas em TFD têm dedicado esforços para o desenvolvimento de 

sistemas de entrega de fármacos (como FS, por exemplo), planejados para não somente 

encapsular FS, mas também direcioná-los aos tecidos alvo e, assim, elevar o potencial do 

tratamento.[21], [22] 

 

Figura 3 - Representação dos orbitais moleculares para o oxigênio nos estados tripleto 

(esquerda) e singleto (direita). A distribuição dos elétrons nos orbitais anti-ligantes (*
x e *

y), 

destacados em vermelho, define a multiplicidade da molécula.  
 

 

 

 Assim como o oxigênio, a fonte de luz é componente essencial para a realização da 

TFD. A escolha da fonte e de seu comprimento de onda de emissão são fatores determinantes 

para que o efeito fototerapêutico seja obtido, principalmente quando se fala de tumores não 

superficiais, em que a profundidade de penetração da luz é um fator a ser levado em conta. 

Desta forma, ao escolher um FS, é necessário que se leve em consideração a faixa de 

comprimento de onda do espectro eletromagnético em que a molécula absorve luz, 

considerando que o intervalo ideal se encontra entre 600 a 900 nm, região conhecida como 
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janela fototerapêutica. No intervalo de comprimentos de onda mencionado, a radiação visível é 

absorvida em menor proporção pelos componentes constituintes dos tecidos do corpo humano 

(como melanina e hemoglobina, por exemplo), o que reduz a absorção competitiva da luz e 

proporciona um maior aproveitamento da mesma pelo FS.[23], [24] Um bom exemplo de FS 

que se encaixa nesse requisito vem da família das ftalocianinas (Figura 4), que possuem intensa 

absorção de luz na região do vermelho (de 600 a 700 nm). Experimentos in vivo já comprovaram 

que a profundidade de penetração da luz nesta faixa de comprimento de onda é capaz de atingir 

1 cm de profundidade nos tecidos com bom aproveitamento de fótons, podendo atingir camadas 

mais profundas. Os lasers que emitem luz vermelha têm mostrado resultados promissores na 

eliminação de tumores com TFD.[25], [26]  

 

Figura 4 - Estrutura geral das ftalocianinas – sem metal coordenado. 

 

 

 Assim como a TFD, a TFT tem sido estudada como estratégia para o tratamento de 

diversos tipos de câncer[27], bem como para a inativação de bactérias[28]. Durante a TFT, um 

FS é empregado com o objetivo de converter a energia dos fótons absorvidos em calor, 

provocando hipertermia local. A hipertermia consiste na elevação de temperatura do tecido, que 

pode ocasionar uma série de fenômenos agressivos à célula, como, por exemplo, a desnaturação 

de proteínas e a evaporação do citosol, processos que levam à morte celular. Ao contrário da 

TFD, a TFT não depende da presença de oxigênio para gerar seu efeito citotóxico, sendo essa 

sua principal vantagem.[29], [30] As nanopartículas (NPs) metálicas são um excelente exemplo 

de material que pode ser empregado como FS em TFT, uma vez que ao absorverem a luz, um 

dos caminhos possíveis para relaxamento ocorre por meio de um mecanismo não radiativo que 

resultará na geração de energia térmica.[31] Para entender melhor esta propriedade, é preciso 
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relembrar que as propriedades físico-químicas dos metais dependem diretamente da mobilidade 

de seus elétrons. Quando as dimensões de um material metálico são muito menores do que o 

comprimento de onda da luz que incide sobre ele (partículas de 1 a 100 nm), ocorrem restrições 

espaciais que reduzem a mobilidade eletrônica e, por sua vez, dão origem a propriedades 

diferentes daquelas do material de origem. As NPs metálicas plasmônicas, como as de ouro, 

prata e platina, são especialmente importantes por apresentarem o efeito de Plasmon de 

Superfície Localizado (LSP – sigla em inglês), e têm sido estudadas para aplicação 

fototérmica.[32] Para entender este fenômeno, precisamos recorrer à física: ocorre que, ao 

absorver luz, os elétrons presentes na superfície de uma NP metálica são excitados, causando 

um deslocamento da nuvem eletrônica em relação ao núcleo. Nesta condição ocorre uma 

separação de cargas (núcleo positivo em relação aos elétrons negativos), que origina uma força 

coulômbica no sentido de restaurar esta separação, levando a uma sequência de oscilações de 

vai e vem da nuvem eletrônica na superfície da NP.[33] Esta oscilação coerente dos elétrons da 

banda de condução corresponde à LSP (Figura 5). Se a frequência da oscilação for igual à 

frequência da luz incidente (ressonância), a NP absorverá fortemente a luz e um campo elétrico 

altamente amplificado será gerado em sua superfície – dando origem ao efeito de Ressonância 

de LSP. Ao retornarem ao estado fundamental, parte da luz absorvida pode sofrer decaimento 

não radiativo, convertendo-se em fônons (isto é, calor).[34] Considerando que o fenômeno de 

LSP depende da densidade de elétrons na banda de condução, ele é afetado por características 

como tamanho, forma e composição das NPs plasmônicas. Desta forma, é necessário estudar 

tais propriedades quando se trabalha com este tipo de material.[35] 
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Figura 5 - Representação de ressonância plasmônica localizada na superfície de nanopartículas 

de ouro (AuNPs), a partir da absorção de radiação eletromagnética. 

 

Fonte: Adaptado pela autora.[32] 

  

Devido às numerosas vantagens das terapias induzidas pela luz, muitos autores tem 

proposto o emprego combinado da TFD e TFT, e têm mostrado resultados promissores em 

especial para o tratamento de diversos tipos de câncer.[36] De acordo com Wei e colaboradores 

(2018), é possível alcançar um bom efeito terapêutico de TFD/TFT através da utilização de 

monômeros de porfirinas (responsáveis pelo efeito fotodinâmico) com NPs de ouro 

(responsáveis pelo efeito fototérmico). A combinação resultou em significante citotoxicidade 

contra células Hela quando tratadas com lasers de 808 nm (TFT) e 630 nm (TFD).[37] Hu e 

colaboradores (2020) propuseram a aplicação combinada de TFD/TFT no tratamento de câncer 

de próstata, a partir de um sistema auto montável baseado em vesículas poliméricas, constituído 

pela combinação de um surfactante, polímero, nanobastões de ouro, e o FS indocianina verde. 

O formulado resultou em alto acúmulo no tecido tumoral, alta conversão fototérmica e 

capacidade de resistência ao fotobranqueamento.[38] 

 As TFD e TFT têm sido usadas em diversos campos da medicina, como no tratamento 

de doenças de pele, no combate à doença de Alzheimer[39], na inativação de micro-organismos 

causadores de doenças[40], bem como nos ramos da oftalmologia e odontologia[41], entretanto, 

nesta Tese o enfoque será direcionado para um dos campos da saúde que necessita com maior 

urgência do desenvolvimento de tratamentos eficientes, que é o câncer. 
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1.1.1 O câncer 

 

O câncer é uma das patologias mais agressivas de que se tem registro, sendo a segunda 

principal causa de morte no mundo, ficando atrás apenas das doenças cardiovasculares. Em 

termos simplificados, se caracteriza pelo crescimento incontrolável de células anormais, 

condição passível de afetar qualquer tecido do organismo, podendo levar à formação de 

tumores. O termo “câncer” abrange um grupo de mais de cem condições geneticamente 

diversas, que apresentam semelhanças entre si em termos de mecanismo molecular, o que torna 

o desenvolvimento de tratamentos uma tarefa ainda desafiadora.[42]  

Um estudo recente publicado por Santos e colaboradores (2023) estimou que, de 2023 

até 2025, 704 mil novos casos de câncer são esperados no Brasil, sendo o câncer de pele não 

melanoma e o câncer de mama os mais incidentes.[43] Apesar de ocorrer em maior frequência, 

o câncer de pele não melanoma possui uma maior facilidade de tratamento, ao passo em que o 

câncer de pele melanoma, que representa apenas 5% dos casos, possui um pior prognóstico e 

uma maior taxa de mortalidade, sendo ainda uma grande questão de saúde pública. Tendo em 

vista o cenário atual de saúde brasileiro, esta Tese aborda os cânceres de pele melanoma e de 

mama. 

1.1.1.1 O câncer de mama 

 

As mamas são formadas por células epiteliais que se estruturam de forma uniforme, 

constituindo tecidos glandulares, conjuntivos e gordurosos. Quando tais estruturas epiteliais 

passam por alterações funcionais ou morfológicas, inicia-se a formação de um tumor (Figura 

6). As células tumorais possuem a habilidade de evadir-se dos mecanismos que levariam à 

morte celular fisiológica, e este fator combinado à rápida multiplicação que sofrem leva à 

formação da densa massa celular tumoral.[44] Nos casos mais agressivos, o tumor pode se 

expandir e passar a afetar os tecidos adjacentes e até mesmo sofrer metástase, afetando outras 

regiões do organismo. Os principais fatores de risco que podem levar ao desenvolvimento do 

câncer de mama dividem-se entre aqueles que não podem ser alterados (não modificáveis) e 

aqueles que podem ser alterados (modificáveis), através de um estilo de vida mais saudável, 

por exemplo. Dentre os fatores não modificáveis, podemos citar os fatores genéticos associados 

ao histórico familiar do paciente, possíveis mutações genéticas e predisposição de determinadas 

origens e etnias, bem como a incidência anterior de nódulo de mama benigno. No caso dos 
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fatores modificáveis, prevalecem aqueles relacionados com a qualidade de vida, como 

obesidade, tabagismo, uso de bebidas alcoólicas e alimentação rica em alimentos 

industrializados combinada com pouca ou nenhuma frequência de atividade física.[45], [46] 

 

Figura 6 - Estágios de formação do câncer de mama e fatores de risco modificáveis e não 

modificáveis associados. 

 

Fonte: Adaptado de Cicenas et al.[45] Criado com Biorender.com 

O câncer de mama é o de diagnóstico mais frequente em mulheres em todo o mundo. 

Quando descoberto em estágios iniciais, a taxa de cura pode alcançar até 80% dos casos, porém, 

em países subdesenvolvidos como o Brasil, diagnósticos tardios são ainda frequentes, o que 

afeta consideravelmente a eficácia dos tratamentos convencionais. A quimioterapia é o 

tratamento convencional mais conhecido para o câncer, e sua aplicação depende de uma 

investigação detalhada do tipo de tumor mamário, que definirá o melhor fármaco a ser 

empregado. Sua aplicação está associada a diversos efeitos colaterais severos, como a 

conhecida perda de cabelo, fadiga, medula óssea suprimida, anemia, ocorrência recorrente de 

infecções, dentre outros.  

O grande calcanhar de Aquiles da quimioterapia tem sido a resistência a múltiplos 

fármacos (MDR, do inglês Multidrug resistance), que ocorre quando as células de tumor 

conseguem sobreviver aos efeitos citotóxicos causados por uma série de medicamentos que 

possuem diferentes estruturas químicas e diferentes mecanismos farmacológicos. Ainda não 

estão esclarecidas quais as principais condições que levam à ocorrência da MDR, porém, 

existem evidências que apontam para a presença de uma maior quantidade de bombas de efluxo 
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carregadas de proteínas transportadoras no interior de determinadas células tumorais, que são 

capazes de expelir ativamente os fármacos. A baixa concentração do agente terapêutico no 

interior destas células torna a quimioterapia ineficaz.[47] É neste ponto que as fototerapias 

apresentam grande vantagem. Isso porque o mecanismo único pelo qual a morte celular é 

induzida através de TFD independe da maioria dos fatores cruciais que levam à MDR, podendo, 

inclusive, reativar a resposta da célula à quimioterapia. No caso de células de câncer de mama, 

estudos anteriores revelaram que a aplicação da luz leva a dano direto das proteínas 

transportadoras envolvidas na multirresistência, permitindo a entrada dos fármacos fotoativos 

para o interior das células alvo e assim elevando a atividade antitumoral.[48] 

O formato através do qual as fototerapias atuam permite também a sua combinação 

com as terapias convencionais de tratamento de câncer. Yang e colaboradores (2022) 

recentemente analisaram a eficácia da combinação entre TFD e quimioterapia no tratamento de 

células de câncer de mama que apresentavam MDR. Para tanto, sintetizaram uma estrutura do 

tipo núcleo-casca, empregando como FS o corante rosa de bengala conjugado à albumina sérica 

humana e o fármaco quimioterápico doxorrubicina, covalentemente associado a nanopartículas 

de carbonato de cálcio. O sistema conseguiu acumular-se em células de câncer que 

apresentavam resistência à doxorrubicina quando associadas pequenas doses de TFD. O 

emprego da luz levou ainda a uma redução da atividade de proteínas transportadoras, o que 

reduziu a eliminação da droga pelas células e mostrou excelente resultado terapêutico.[49] 

Ainda assim, a doxorrubicina é um medicamento quimioterápico associado a uma gama de 

efeitos colaterais severos. Aqui, a combinação entre TFD e TFT pode ser uma alternativa para 

o tratamento de células de câncer de mama multirresistentes, apresentando efeitos colaterais 

minimizados.  

 

1.1.1.2 O melanoma 

 

O câncer de pele melanoma é o tipo mais agressivo de câncer de pele, com uma alta taxa 

de mortalidade que alcança até 20% dos casos. O melanoma se origina nas células responsáveis 

pela pigmentação da pele, os melanócitos, e seu desenvolvimento pode ter início em um nevo 

(lesão cutânea benigna pigmentada, popularmente chamada de pinta, de cor marrom com bordas 

regulares) ou mesmo em pele saudável.[50] O melanoma possui algumas fases de progressão, 

assim como demonstrado na Figura 7, sendo que nas fases iniciais, o tumor se encontra nas 
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camadas mais superficiais da pele (epiderme e derme – Estágios I e II) em uma fase de 

crescimento radial, onde ocorre um aumento de seu diâmetro e formação de bordas irregulares. 

Na sequência, inicia-se a fase de crescimento vertical (Estágio III), na qual o melanoma atinge 

a derme profunda e pode começar a se espalhar por linfonodos e em regiões vizinhas da pele. 

Por fim, no estágio mais grave (Estágio IV), o câncer sofre metástase, se espalhando para outras 

regiões do corpo, como pulmões, cérebro e outros órgãos fora do sistema nervoso central.[51] 

 

Figura 7 – Estágios de evolução do câncer de pele melanoma. 

 

Fonte: Adaptado de Long et al.[50] Criado com Biorender.com 

 

Em geral, o principal fator associado ao desenvolvimento da doença é a exposição 

solar aos raios ultravioleta provenientes da luz solar e de bronzeamentos artificiais, mas é 

importante destacar que existem subtipos de melanoma cujo aparecimento não tem relação com 

exposição à luz. Nos últimos anos, as taxas de incidência têm aumentado, principalmente em 

populações de pele clara, e a rapidez com que o tumor se desenvolve tem sido uma preocupação 

que demanda o desenvolvimento de métodos cada vez mais eficazes de tratamento, porém, os 

tratamentos convencionais têm apresentado ineficácia em muitos dos casos pelos motivos já 

discutidos na seção anterior. A remoção cirúrgica do tumor é uma das primeiras alternativas 

para o tratamento do melanoma, que consiste na remoção da área afetada e de suas margens 

laterais, garantindo assim a remoção de possíveis células cancerosas que tenham migrado para 

a vizinhança. Entretanto, a depender do tamanho e profundidade do tumor, nem sempre esta é 

uma opção viável. A quimioterapia também tem sido empregada, porém, o melanoma é um tipo 

de câncer que possui uma alta taxa de reincidência, e este é um fator que potencializa o 

desenvolvimento de resistência a múltiplos fármacos (MDR). De acordo com Tang e 



Tese de Doutorado   27 

 
 
 

colaboradores (2017), menos de 20% dos melanomas apresentam boa resposta aos 

quimioterápicos devido aos diversos mecanismos de resistência que apresentam.[52]  

Novamente, as fototerapias têm se apresentado como tratamentos alternativos que podem ser 

efetivos nos casos mais graves da doença, onde a nanotecnologia torna-se uma grande aliada 

no desenvolvimento de FS funcionalizados com biomoléculas direcionadoras que tem a 

capacidade de aumentar a especificidade às células alvo. Estudos já avaliaram a ação de FS no 

tratamento de melanomas metásticos, inclusive. De acordo com Naidoo et al. (2018), os FS 

mais utilizados no tratamento de melanomas metásticos são aqueles das famílias das 

ftalocianinas e das porfirinas, com destaque especial para as metaloftalocianinas, que 

apresentam elevado potencial e menor fotossensibilidade posterior ao tratamento.[53] 

No ramo da TFD e TFT, esforços têm sido direcionados no desenvolvimento de 

plataformas capazes de inativar células de diversos tipos de câncer, de forma seletiva e com 

reduzidos efeitos colaterais – que é a principal desvantagem das terapias convencionais para o 

tratamento do câncer. Uma vez que não são seletivas, a radio e quimioterapia afetam não 

somente as células doentes, mas também as saudáveis, provocando reações severas.[54] Na 

seção seguinte, discutiremos de forma mais aprofundada a respeito destas plataformas, suas 

funções, e o estado atual da arte. 

 

1.1.2 Fotossensibilizadores e sistemas de entrega de fármacos 

 

Ao serem estudadas para aplicação como FS em TFD, é desejável que as moléculas 

apresentem determinadas características que tornarão sua aplicação mais eficaz. Em primeiro 

lugar é necessário que o FS apresente um alto grau de pureza, além de fácil reprodutibilidade e 

baixo custo. Conforme mencionado previamente, a molécula deve absorver luz na região do 

vermelho do espectro eletromagnético e, preferencialmente, com alto coeficiente de absorção 

molar.  Além disso, com vistas em aplicações futuras, é interessante que a molécula apresente 

baixa ou nula toxicidade no escuro, e um alto rendimento de estado tripleto (T), que então, 

resultará em um alto rendimento quântico de oxigênio singleto () e/ou de EROs. Por fim, é 

interessante que a molécula possua certa resistência a sofrer autodegradação frente à luz (isto 

é, um baixo rendimento quântico de fotobranqueamento FB), uma vez que os FS podem sofrer 
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reações fotoquímicas que levam à sua própria degradação, o que diminui sua concentração no 

tecido alvo e, portanto, pode comprometer a eficácia da técnica.[55], [56]  

Um grande obstáculo para a aplicação e desenvolvimento de FS reside no fato de que, 

em geral, as moléculas que possuem as qualificações supracitadas são hidrofóbicas. Para 

aplicações fotodinâmicas, é essencial que a molécula se encontre em sua forma monomérica, e, 

como se sabe, espécies hidrofóbicas tendem a agregar-se em meio aquoso. O processo de 

autoagregação reduz a solubilidade do FS, reduzindo o tempo de vida do estado tripleto e, por 

consequência, rendimentos quânticos de 1O2 e de EROs.[57] A hidrofobicidade inviabiliza a 

aplicação intravenosa da maioria dos FS em sua forma livre, uma vez que a água é o 

componente majoritário dos fluidos biológicos. Neste sentido, os sistemas de entrega de 

fármacos têm sido extensivamente propostos com a finalidade de encapsular FS, garantindo sua 

permanência na forma monomérica, o que mantém suas propriedades fotofísicas. Diversos tipos 

de materiais podem ser empregados na síntese destes sistemas, como, por exemplo, NPs, 

micelas, lipossomas, polímeros, dentre outros. A grande vantagem é que estes sistemas podem 

ser modificados visando um maior direcionamento ao tecido alvo, através de funcionalizações, 

por exemplo.[58] 

Recentemente, Gusmão et al. (2022) reportaram que o FS lipofílico hipericina tornou-

se solúvel após seu encapsulamento em um complexo de inclusão entre ele e -ciclodextrina, 

através de um processo espontâneo, que leva a formação da partícula a partir da mistura de seus 

componentes. Além disso, ao ser testado contra células de câncer MCF7 – modelo celular de 

câncer de mama empregado em testes laboratoriais para investigação de mecanismos de 

resistência a fármacos –, mostrou-se 27% mais fototóxico quando comparado à forma livre do 

FS, resultados que revelaram a viabilidade de utilização do FS em TFD após encapsulamento.  

Outro estudo realizado por Li e colaboradores (2022) propôs elevar a solubilidade de 

uma porfirina através da síntese de NPs montadas pela interação eletrostática entre porfirinas 

aniônicas e um derivado catiônico de tetrafenilmetano. A NP apresentou excelente solubilidade 

em água, além de eficácia antitumoral via TFD in vitro e in vivo.[59]  Pires et al. (2020) 

empregaram uma apohemoglobina (hemoglobina sem grupo heme) capaz de se ligar 

eficientemente a FS hidrofóbicos. No caso em questão, o FS Ftalocianina de Alumínio foi 

ligado à proteína e sua incorporação impediu a autoagregação em meio aquoso, retendo as 

propriedades espectrais do FS. O complexo apresentou maior capacidade de geração de 1O2, 

apresentando eficácia em TFD em células de câncer humano e murino in vitro.[60] 
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O emprego da nanotecnologia na produção de sistemas nanoestruturados de entrega 

de FS é uma estratégia vantajosa que leva a obtenção de materiais de elevada estabilidade, 

especificidade e biocompatibilidade, que podem beneficiar-se do efeito de retenção e 

permeabilidade aumentada dos tumores (do inglês Enhanced Permeability and Retention Effect, 

EPR). O efeito EPR é bem aceito para explicar a fisiopatologia de tumores sólidos, já tendo 

sido reportado em animais e em humanos.[61] É bem definido na literatura que os vasos 

sanguíneos tumorais apresentam alta permeabilidade para sistemas nanoestruturados, e isso se 

deve à grande demanda de oxigênio e nutrientes que estes tecidos solicitam, levando ao 

desenvolvimento de uma vasculatura abundante e fenestrada. Estas fenestrações presentes nos 

vasos sanguíneos tumorais não são reportadas nos vasos sanguíneos que irrigam tecidos sadios, 

e este fator leva a uma acumulação preferencial de macromoléculas nos tecidos cancerosos 

(Figura 8). Em paralelo, os tumores apresentam pobre drenagem linfática, o que prolonga o 

tempo de retenção dos sistemas nanoestruturados.[62]  

 

Figura 8 – Representação do efeito EPR em um tumor, evidenciando a presença de fenestrações 

nos vasos sanguíneos tumorais, ausentes nos tecidos saudáveis. 

 

Fonte: Adaptado de Kozlova (2013).[63] 

 

 O acúmulo seletivo a partir do efeito EPR pode ocorrer através de dois mecanismos: 

passivo e ativo. O direcionamento passivo é um acúmulo físico do sistema nanoestruturado 

através das fenestrações vasculares, que possuem tamanho variando entre 100 e 500 nm.[64] 
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Desta forma, os sistemas de entrega de FS devem ser estruturados para que apresentem tamanho 

final inferior ao intervalo mencionado. Por outro lado, o direcionamento ativo baseia-se na 

funcionalização de um dos componentes do sistema nanoestruturado com uma molécula 

(normalmente vitaminas) que possua um ligante receptor no tecido alvo. As células tumorais 

superexpressam em sua superfície ligantes receptores (antígenos específicos de tumor) que as 

distinguem das células sadias, nas quais esses antígenos se fazem ausentes. Esses antígenos 

podem ser exclusivos de um tipo individual de tumor, ou comum em uma gama de tumores, e 

auxiliam na internalização dos sistemas de entrega de FS através de endocitose mediada por 

receptores.[65] O direcionamento ativo é aplicado como estratégia complementar ao 

direcionamento passivo. 

 O planejamento de sistemas de entrega de FS direcionáveis tem apresentado vantagens 

em relação aos tradicionais sistemas não direcionáveis, tais quais: maior seletividade celular, 

internalização e citotoxicidade.[66] Como um exemplo, Tseng et al. (2021) empregaram folato 

como agente direcionador. No trabalho, uma micela polimérica fluorada conjugada com folato 

foi empregada como sistema de entrega de um FS hidrofóbico (Clorina e6), e sua citotoxicidade 

in vitro foi avaliada em células Hela sob iluminação. Os resultados mostraram uma maior 

inibição do crescimento celular, que foi alcançado graças à internalização seletiva 

(direcionamento ativo e passivo) proporcionada pela funcionalização com folato.[67] Além do 

folato, outras vitaminas como a biotina, a vitamina B12 e a riboflavina são essenciais para os 

processos de divisão celular de células de câncer. Por esta razão, estas vitaminas também têm 

sido empregadas como agentes direcionadores visando direcionamento ativo, em especial a 

biotina. 

 Dentre os materiais variados que têm sido propostos para a confecção de sistemas 

nanoestruturados de entrega de FS, grande interesse tem se voltado aos poliméricos, e isso se 

deve a características como o seu baixo custo, variada disponibilidade comercial, e 

principalmente pela facilidade de modificação de sua superfície, que permite funcionalização e 

ajuste de propriedades.[68] Polímeros podem ser empregados na síntese de NPs poliméricas, 

complexos de inclusão, complexos eletrolíticos, micelas, e entre outros. Um exemplo disto é o 

trabalho publicado por Silva e colaboradores (2021), em que uma nanoestrutura composta por 

lipídios e porfirina foi recoberta pelo polímero quitosana. A inclusão da quitosana proporcionou 

potencial Zeta superficial positivo e tamanho de aproximadamente 130 nm, que é compatível 

para efeito EPR passivo em futuras aplicações in vivo. Os estudos in vitro revelaram maior 
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citotoxicidade da nanopartícula contra células de câncer de bexiga, em relação ao FS em sua 

forma livre. Além disso, as análises também revelaram propriedades mucoadesivas que foram 

associadas ao potencial Zeta positivo da NP de quitosana.[69] 

Como pode-se perceber, a quitosana é um polímero que tem sido amplamente citado 

em muitos trabalhos inovadores envolvendo o desenvolvimento de sistemas de entrega de 

fármacos. Na próxima seção será feita uma breve revisão sobre a quitosana, bem como sua 

aplicação em TFD/TFT. 

 

 QUITOSANA 

 

Encontrada em abundância na natureza, em exoesqueletos de crustáceos e nas paredes 

celulares de fungos, a quitina (Figura 9a) é um polissacarídeo composto por unidades repetidas 

de N-acetil-D-glucosamina, essencialmente insolúvel em água, o que impossibilita seu emprego 

no campo da biomedicina. A partir de sua desacetilação parcial, obtêm-se a quitosana (Figura 

9b), um polissacarídeo linear formado por subunidades de β-(1,4)-2-amino-2-deoxi-D-

glucopiranose e pequenas quantidades de N-acetil-D-glicosamina.[70], [71] Em geral, as 

reações de desacetilação levam à uma quitosana com um percentual residual de 10 a 30% de 

grupos amida.  

 

Figura 9 – Estrutura da (a) quitina e (b) quitosana. 

 



Tese de Doutorado   32 

 
 
 

As propriedades da quitosana estão intimamente relacionadas ao grau de desacetilação 

e à massa molar. Ao contrário da quitina, a quitosana possui grupos amino livres (Figura 9b) 

que podem ser protonados, o que a torna solúvel em meios ácidos ou levemente ácidos. Ainda 

assim, em ambientes cujo pH é superior a 6,5, ou mesmo em solventes orgânicos, a quitosana 

é insolúvel, o que prejudica sua aplicação em sistemas biológicos. São propriedades como 

biocompatibilidade, não toxicidade, biodegradabilidade e mucoadesividade que justificam sua 

amplitude de aplicações biológicas. Além disso, estudos já mostraram que a quitosana pode 

apresentar propriedades antitumorais[72], antimicrobianas[73] e antioxidantes[74]. É eficaz 

para impedir o crescimento bacteriano e provocar a morte de micro-organismos, através de 

mecanismos de destruição da membrana celular e penetração da quitosana, levando a 

disfunções celulares.[75] Além disso, a grande quantidade de grupos amino livres modificáveis 

em sua estrutura torna a quitosana um polímero atrativo para aplicação em diversas áreas da 

bioquímica e medicina. 

A quitosana têm sido extensivamente empregada no desenvolvimento de sistemas 

nanoestruturados de entrega de fármacos, incluindo FS para aplicação nas TFD e TFT. Na 

literatura, já foram reportados diversos derivados modificados de quitosana, capazes de se 

automontar formando NPs com cavidade hidrofóbica capazes de encapsular FS pouco solúveis 

em água. Um exemplo é o trabalho do grupo de pesquisa de Chen et al. (2020), que desenvolveu 

NPs de quitosana para encapsulamento tanto do agente fototérmico IR780 – que provoca morte 

celular através de hipertermia – quanto do agente fotodinâmico ácido aminolevulínico (5-ALA 

– cujo produto metabólico é o FS Protoporfirina IX), afim de combinar as técnicas de TFD e 

TFT, para tratamento de câncer de cólon. Estudos mecanísticos revelaram que o sistema de 

entrega pode elevar a produção de EROs e 1O2, além de ter apresentado eficácia terapêutica in 

vivo, sem causar efeitos adversos, destacando o potencial emprego destas NPs de quitosana no 

tratamento de câncer de cólon.[76] Em 2018, Belali e colaboradores desenvolveram um 

hidrogel à base de quitosana, ao qual foram conjugados dois FS hidrofóbicos, funcionalizados 

com folato, desenhado para atuar como um sistema de liberação sensível ao pH. O estudo 

revelou que a presença de quitosana eliminou o problema de agregação do FS em meio aquoso 

e contribuiu para um aumento do rendimento quântico de 1O2. Análises de fototoxicidade 

mostraram que o sistema apresentou excelente capacidade de destruir células de câncer 

seletivamente em TFD, sem danificar as células saudáveis.[77] 
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Devido ao fato de a quitosana apresentar caráter catiônico em meio ácido, ela interage 

fortemente com substâncias aniônicas, tais como proteínas, lipídeos e uma série de outros 

materiais, e, por conta disso, ela tem sido empregada na obtenção de complexos polieletrolíticos 

(CPEs). Trabalhos recentes têm evidenciado a formação de complexos quitosana/poliânion, 

levando a formação de nanoestruturas que são destinadas ao encapsulamento de fármacos, 

vacinas e FS. Em geral, estes CPEs são obtidos a partir de um processo nomeado coacervação, 

em que uma solução do poliânion é gotejada sob uma solução de quitosana. Como a síntese de 

CPEs evita o uso de solventes orgânicos tóxicos, uma vez que ocorre através da automontagem 

dos polímeros em solução aquosa, são considerados atrativos sistemas de entrega de fármacos. 

Um exemplo é a combinação entre quitosana e alginato, capaz de levar a formação de CPE 

mantidos por forças eletrostáticas mecanicamente estáveis, assim como reportado por Saether 

et al (2008).[78] CPEs formados pela junção entre quitosana e ácido hialurônico também são 

empregados como dispositivos para implantes e como transportadores de fármacos.[79] Novas 

formas de CPEs entre quitosana e poli(ácido acrílico) (PAA), alginato, heparina, 

carboximetilcelulose e quitina já foram estudadas, onde-se analisaram-se as interações entre 

membranas de CPEs e proteínas plasmáticas.[80] 

Apesar do destaque nestes estudos, a redução drástica da solubilidade da quitosana a 

medida em que se avança na escala de pH dificulta sua aplicação no campo da biomedicina. A 

quitosana comercial, por exemplo, apresenta um pKa intrínseco na faixa de 6,5 e apenas cerca 

de 24 % de seus grupos aminos primários encontram-se protonados em meio ácido. Para evitar 

esta inconveniência, é interessante trabalhar com seus derivados quaternários, que apresentam 

uma carga positiva fixa no átomo de nitrogênio, o que confere alta solubilidade até mesmo em 

soluções neutras.[71] Nesta Tese abordaremos com maior profundidade dois deles: a N,N,N-

trimetil quitosana (TMC) e o N-(2-hidroxi)-propil-3-trimetilamônio quitosana.  

 

1.2.1 N,N,N-Trimetil quitosana (TMC) 

 

A TMC (Figura 10) é o produto da metilação dos grupos amino da quitosana, reação 

que pode gerar TMC com diferentes graus de quaternalização (GQ). O GQ, ou densidade de 

carga, representa o número de cargas positivas na molécula que poderá, então, interagir com 

sítios de carga negativa na membrana epitelial no organismo.[81] Sendo assim, polímeros como 

a TMC podem ser utilizados como biomateriais para o desenvolvimento de sistemas de entrega 
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de fármacos, pois conforme comentado anteriormente, podem aumentar a mucoadesão e a 

permeabilidade nas células epiteliais, favorecendo a absorção do fármaco encapsulado.[82] 

Muitos grupos de pesquisa têm direcionado esforços para definir o GQ mais adequado para este 

tipo de aplicação da TMC, e investiga-se que um GQ próximo de 50% apresente resultados 

satisfatórios.[83] 

 

Figura 10 – Estrutura geral da N,N,N-trimetil quitosana (TMC). 
 

 

 

 Alguns estudos mostram o emprego de TMC para encapsulamento de fármacos e 

emprego em terapias de câncer. Nguyen-Trinh e colaboradores (2021) investigaram a formação 

de micelas de complexo poliíon utilizando TMC e PAA, visando encapsular doxorrubicina 

(medicamento quimioterápico), e os resultados biológicos no tratamento in vitro  de células de 

câncer de colón murino revelaram que o fármaco encapsulado apresentou atividade anticâncer 

consideravelmente superior em relação a sua forma livre.[84]  

Já foi comprovado que a TMC é capaz de encapsular FS para aplicação em TFD. A 

TMC já foi empregada para encapsulamento de bufanila, por um processo baseado em 

interações eletrostáticas, formando nanopartículas recobertas com albumina sérica humana 

medindo aproximadamente 30 nm, que exerceram alta fototoxicidade contra linhagens celulares 

de câncer de mama e pulmão.[85] A TMC já foi empregada como revestimento de 

nanopartículas metálicas com o objetivo de aumentar sua biocompatibilidade. É o caso de um 

estudo recente de Bangde et al. (2022), que empregaram nanopartículas de paládio recobertas 

com TMC para TFT contra células de câncer de mama MDA-MB231 (linhagem celular de 

câncer de mama, isolada pela primeira vez na década de 70 de uma paciente com carcinoma 

mamário metastático, em metástase pleural). Os testes in vitro revelaram que a cobertura com 

TMC aumentou o acúmulo das NPs nas células de câncer, em comparação às NPs revestidas 



Tese de Doutorado   35 

 
 
 

com quitosana. Além disso, apresentaram maior estabilidade do que as NPs de paládio não 

revestidas, apresentando efeito terapêutico fototérmico.[86] 

 A TMC foi empregada na síntese de CPEs com alginato para encapsulamento de NPs 

de prata e aplicação biológica in vitro contra células de câncer de cólon. O CPE foi capaz de 

promover boa estabilização das NPs de prata em pH gástrico, promovendo liberação sustentada 

das mesmas em pH fisiológico (7,4), em concentração suficiente para apresentar citotoxicidade 

para as células de câncer sem afetar células saudáveis. 

 Apesar da grande quantidade de estudos aplicando TMC na síntese de variados tipos de 

sistemas nanoestruturados de entrega de fármacos, poucos tem sido destinados para 

encapsulamento de FS e aplicações fotodinâmicas no tratamento do câncer, o que nos abre um 

amplo campo de estudo. O polímero catiônico N-(2-hidroxi)-propil-3-trimetilamônio quitosana, 

também é um tipo de derivado quaternário de quitosana, apresenta vantagens semelhantes que 

serão discutidas no tópico a seguir. 

 

1.2.2 N-(2-hidroxi)-propil-3-trimetilamônio quitosana (HTCC) 

 

O polímero nomeado N-(2-hidroxi)-propil-3-trimetilamônio quitosana (sigla em inglês 

HTCC – Figura 11), assim como a TMC, é um derivado quaternário hidrossolúvel da quitosana, 

que pode ser obtido a partir da reação da quitosana com cloreto de trimetil glicidil amônio. Ele 

também tem sido aplicado na obtenção de sistemas de entrega de fármacos para emprego em 

diversos campos da biomedicina. Estudos já demonstraram sua eficácia no encapsulamento de 

diversos fármacos, como ribavirina[87], insulina[88], curcumina[89] e muitas outras. 

  

Figura 11 – Estrutura geral do N-(2-hidroxi)-propil-3-trimetilamônio (HTCC). 
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 O HTCC já foi empregado na obtenção de NPs polieletrolíticas em um processo de 

automontagem com sulfato de dextrana, através de interações eletrostáticas entre os dois 

polímeros. No estudo em discussão, de Shu et al. (2011), os pesquisadores escolheram o HTCC 

em desfavor à quitosana, uma vez que aquele apresenta-se solúvel em toda a faixa de pH, fator 

que corrobora para maior estabilidade das NPs.[90] Em outro estudo, o HTCC foi aplicado 

como carreador de um fármaco muito empregado no tratamento de câncer de pulmão 

(Paclitaxel), por Lv et al. (2011), que obtiveram NPs de aproximadamente 130 nm, e 

apresentaram acumulação preferencial nos tecidos subcutâneos de tumores (in vitro) como 

resultado do efeito EPR.[91] Com uma proposta diferente, o HTCC foi empregado junto a 

glicerofosfato na síntese de um hidrogel termossensível, utilizado como matriz para o 

carregamento de lipossomas carregadas com doxorrubicina, e futura aplicação em tratamento 

de câncer. Os testes in vivo demonstraram que o hidrogel elevou a atividade antitumoral, 

reduzindo a toxicidade sistêmica no organismo dos camundongos.[92] 

 Apesar dos estudos promissores, não se encontram na literatura muitos estudos 

empregando o HTCC na construção de sistemas nanoestruturados de entrega de FS para 

aplicação em TFD, o que abre espaço de estudo nesta direção, estratégia que será abordada 

nesta Tese. 
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PLATAFORMA BASEADA EM NANOPARTÍCULAS DE OURO 

FUNCIONALIZADAS COM AZUL DE METILENO, RECOBERTAS COM N-(2-

HIDROXI)PROPIL-3-TRIMETILAMÔNIO QUITOSANA: SÍNTESE, 

CARACTERIZAÇÃO E APLICAÇÃO BIOLÓGICA IN VITRO. 
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 INTRODUÇÃO 

 

Na busca de tratamentos alternativos com efeitos colaterais reduzidos para variados 

tipos de câncer, a Terapia Fototérmica (TFT) tem sido estudada a partir da aplicação das já 

mencionadas nanopartículas metálicas, que são capazes de converter fótons em energia térmica 

e provocar dano celular por hipertermia. As nanopartículas de ouro (AuNPs) são um excelente 

exemplo de NPs metálicas capazes de produzir alta eficiência de conversão fototérmica, por se 

tratar de uma classe de materiais únicos que apresentam o efeito de Ressonância de Plasmon de 

Superfície Localizado (RPSL, já discutido na Seção 2.1 desta Tese). Além disso, elas possuem 

baixa citotoxicidade, o que é desejável quando se desenvolvem sistemas para aplicações 

biológicas; fácil síntese, além de oferecerem a possibilidade de funcionalização de sua 

superfície.[93] Outro ponto atrativo para seu emprego em TFT é a possibilidade de administrar-

se as AuNPs diretamente na região do tumor – com o auxílio dos sistemas de entrega –, o que 

reduz os possíveis efeitos colaterais associados à distribuição não específica que outra via de 

administração poderia oferecer.[94] 

Quando plataformas para a fotoinativação de células são desenvolvidas, busca-se 

investigar a condição em que o sistema pode oferecer a melhor performance terapêutica 

possível. Uma estratégia interessante que vem sendo proposta para alcançar um maior efeito 

terapêutico consiste em combinar TFT e TFD, através da manipulação de um sistema que 

contenha ambos os agentes fototérmico e fotodinâmico, irradiados por uma única fonte de luz. 

As AuNPs têm sido empregadas, nesta direção, como plataforma para o carregamento de FS, 

possibilitando a combinação das duas técnicas. Nestes casos, é imprescindível que as 

propriedades dos materiais empregados sejam analisadas antes e após a conjugação, uma vez 

que mudanças estruturais e espaciais podem alterar as propriedades fotoquímicas e fotofísicas 

das moléculas envolvidas. Em algumas estratégias a nanopartícula é empregada sem 

ancoramento ao FS, como é o caso do estudo publicado por Amini et al. (2013), em que AuNPs 

e ácido 5-aminolevolênico (FS) foram empregados em conjunto para testes in vitro contra uma 

linhagem celular de carcinoma epidérmico. O estudo revelou o potencial das NPs em aumentar 

a performance fotodinâmica do FS.[95] Por outro lado, diferentes vias podem ser exploradas 

para promover uma funcionalização da NP com o FS, empregando forças intermoleculares, por 

exemplo. Interações eletrostáticas já foram utilizadas para promover a conjugação entre AuNPs 

e o FS azul de metileno, por Darabpour et al. (2016), e o sistema foi aplicado para inativação 
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fotoinduzida de uma bactéria resistente a antibióticos (Staphylococcus Aureus). Neste estudo, 

mais uma vez, as AuNPs elevaram a eficácia fotodinâmica do FS, e o resultado foi atribuído à 

maior produção de EROs detectada, que pode ser uma consequência do efeito de ressonância 

das NPs.[96] Outros estudos já reportaram que as AuNPs possuem a capacidade de alterar 

propriedades fotoquímicas do FS azul de metileno[97], [98] entretanto, poucos são aqueles que 

empregaram este sistema para inativação de células tumorais, tendo sido o foco principal a 

microbiana. Ainda é necessário, também, explorar o efeito sinérgico que a combinação entre 

NPs e FS pode oferecer. 

O azul de metileno (AM – Figura 12) ou cloreto de 3,7-bis(dimetilamino)fenazatiônio 

é um corante de baixo custo, hidrossolúvel e catiônico, pertencente à classe dos compostos 

fenotiazínios, que possui uma coloração azul única derivada da forte banda de absorção que 

apresenta na região de 550 a 700 nm. Além disso, apresenta máxima absorção de luz em 

comprimento de onda próximo de 664 nm, bem como altos rendimentos quânticos de estado 

tripleto (T ~ 0,52) e de geração de 1O2
 ( ~ 0,5) – dados para etanol ou solução aquosa diluída 

–, o que viabiliza sua aplicação em fototerapias. De fato, o AM é um FS conhecido, e sua 

eficácia em TFD e na inativação fotodinâmica de micro-organismos já foi comprovada em 

diversos estudos.[99] Entretanto, quando aplicado em sua forma livre, o AM pode causar uma 

série de efeitos colaterais indesejáveis (mesmo quando não há exposição à luz), dentre eles 

podemos citar a necrose tecidual, hipertensão, asma e náuseas. Além disso, apesar de ser um 

FS solúvel em água – o que é uma característica rara tratando-se de FS –, o AM não é estável 

em meio biológico, sendo imediatamente reduzido à sua forma leuco (Figura 12) que não 

apresenta absorção na região do visível devido a perda de conjugação das ligações duplas em 

seus anéis, o que o torna inativo para aplicações fotodinâmicas.[100] Por essas razões, a 

aplicação do AM em sua forma livre é inviabilizada, e muitos pesquisadores têm empregado 

esforços no desenvolvimentos de sistemas de entrega que viabilizem sua aplicação in vivo. 

 

Figura 12 –Estrutura do FS Azul de Metileno (esquerda); Estrutura do Leuco-AM (direita). 
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 Dentre os materiais mais cotados para a síntese de sistemas de entrega, os poliméricos 

têm recebido especial interesse nos últimos anos, devido às inúmeras vantagens que oferecem, 

tais como possibilidade de modificação e ajuste de propriedades, biocompatibilidade, baixo 

custo e biodegradabilidade. Assim como destacado na revisão bibliográfica desta Tese (seção 

1.2), a quitosana e seus derivados são materiais que oferecem as vantagens supracitadas, e seu 

emprego na síntese de sistemas de entrega tem sido estudado para avaliar seu potencial para 

recobrimento dos sistemas, capacidade de fotoproteção do FS encapsulado, estabilidade frente 

à luz, capacidade de formação de estruturas nanométricas organizadas, dentre outros. O N-(2-

hidroxi)-propil-3-trimetilamônio quitosana (HTCC) é um importante derivado da quitosana, 

que recebeu atenção nos últimos anos por seu caráter catiônico, o que possibilita a produção de 

sistemas automontados de entrega de FS, formados a partir de forças intermoleculares. A 

obtenção de sistemas por essa via dispensa reações químicas onerosas, que envolveriam o uso 

de solventes e reagentes tóxicos, que podem ser de dificulta remoção. Para exemplificar, alguns 

trabalhos publicados na literatura empregaram interações eletrostáticas para promover a 

interação entre os componentes do sistema. Um exemplo é o trabalho de Yen et al. (2018), que 

prepararam AuNPs catiônicas empregando glucose em meio básico, como agente redutor, na 

presença de HTCC, e obtiveram nanopartículas estáveis, de potencial Zeta positivo, que 

apresentaram boa absorção por células de câncer.[101] Recentemente, Fan e colaboradores 

(2023) empregaram HTCC na síntese de um compósito com amilose, para encapsulamento de 

AuNPs através de interações eletrostáticas entre os componentes. Neste caso, o compósito se 

provou capaz de interagir com duas proteínas derivadas do vírus SARS-CoV-2 por vias também 

eletrostáticas, formando duas subunidades de vacinas que mostraram potencial para estimular 

o sistema imunológico.[102] Apesar de o HTCC apresentar potencial para a síntese de sistemas 

nanoestruturados para aplicações biológicas, a sua aplicação em TFD e TFT combinadas ainda 

é um campo da ciência que não foi explorado. 
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 OBJETIVOS 

 

 Com base no que foi relatado acima, o objetivo geral da Parte I desta Tese consistiu na 

síntese e caracterização do sistema denominado HTCC-AM-AuNPs, idealizado para aplicação 

combinada de Terapia Fototérmica (empregando AuNPs) e Terapia Fotodinâmica (empregando 

AM). Para tanto, os seguintes objetivos específicos foram delineados: 

➢ Sintetizar AuNPs com carga superficial residual aniônica, empregando-se como agente 

estabilizante citrato de sódio; 

➢ Sintetizar o polímero catiônico derivado da quitosana, HTCC; e determinar seu grau de 

substituição; 

➢ Funcionalizar as AuNPs com o FS catiônico AM, e posteriormente recobrir o sistema 

com o polímero catiônico HTCC, através de interação eletrostática entre os 

componentes do sistema, dando origem ao conjugado HTCC-AM-AuNPs; 

➢ Caracterizar o conjugado quanto ao seu tamanho e potencial Zeta, e contrastar os dados 

com o material de partida (AuNPs); 

➢ Determinar os perfis de absorção UV-Vis de AuNPs e AM antes e após a conjugação 

em HTCC-AM-AuNPs; 

➢ Avaliar os rendimentos quânticos de emissão de fluorescência do AM antes e após 

conjugação; 

➢ Determinar a capacidade de conversão fototérmica do conjugado; 

➢ Verificar a capacidade do conjugado, das AuNPs livres e do AM livre em produzir 

EROs frente à luz, a partir de cinéticas de degradação com ácido úrico; 

➢ Avaliar a citotoxicidade do HTCC-AM-AuNPs contra células de câncer de mama 

MDA-MB231 in vitro, combinando TFD/TFT, e comparar com o efeito isolado de 

AuNPs livres, AM livre e do intermediário HTCC-AuNPs – no escuro e na presença de 

luz. 
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 PARTE EXPERIMENTAL 

 

O Fluxograma 1 mostra o passo a passo metodológico que foi empregado para 

caracterização e aplicação do sistema proposto na Parte 1. 

 

Fluxograma 1 – Metodologias aplicadas na Parte I. 
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 MATERIAIS 

 

Todas as soluções aquosas utilizadas na parte experimental I desta Tese de Doutorado 

foram preparadas utilizando água ultrapura Milli-Q (resistividade > 18 M cm). 

A quitosana comercial de baixa massa molar (MM = 50000 – 190000 Da, grau de 

desacetilação de 74%, CAS: 9012-76-4), o reagente cloreto de glicidil trimetil amônio 

(C6H14ClNO, MM = 151,63 g mol-1, CAS: 3033-77-0), o precursor de íons ouro III (Au3+) ácido 

cloroáurico tri-hidratado (HAuCl4.3H2O, MM = 393.80 g mol-1, CAS: 16961-25-4) e o agente 

estabilizante citrato de sódio tribásico diidratado (NaCt; C6H5O7Na3.2H2O, MM = 294,10 g 

mol-1, CAS: 6132-04-3) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich. O FS catiônico Azul de metileno 

(AM, C16H18ClN3S, MM = 319,85 g mol-1, CAS: 61-73-4) foi adquirido da Vetec. 

As sondas dimetilsulfóxido (DMSO) de alta pureza, azida de sódio (NaN3, MM = 65,01 

g mol-1, CAS: 26628-22-8) e 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-óxido (DMPO, C6H11NO, MM = 113,16 

g mol-1, CAS: 3317-61-1) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. 

 

 INSTRUMENTAÇÃO 

 

Grande parte dos dados experimentais reportados nesta Tese foram obtidos nos 

laboratórios 203, 312 e 313 do Departamento de Química da Universidade Federal de Santa 

Catarina (UFSC), pertencentes ao Laboratório de Catálise e Fenômenos Interfaciais – LACFI, 

associado ao Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia – Catálise em sistemas moleculares e 

nanoestruturados (INCT-Catálise).  

As medidas de Microscopia Eletrônica de Transmissão e Microscopia Eletrônica de 

Varredura foram realizadas no Laboratório Central de Microscopia Eletrônica (LCME) da 

UFSC. 

Os experimentos de Análise de Lentes Térmicas foram realizados pelo Professor Dr. 

Luis Carlos Malacarne, do Departamento de Física da Universidade Estadual do Maringá – 

UEM (Paraná, Brasil). 

Os testes biológicos in vitro foram realizados em parceria com o Professor Dr. Alfeu 

Zanotto Filho, no Laboratório de Farmacologia e Bioquímica do Câncer (LabCancer) do 

Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC. 
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As medidas de tamanho hidrodinâmico e de potencial Zeta foram obtidas com o 

equipamento Zetasizer Nano ZS da Malvern, do laboratório pertencente ao Grupo de Estudo 

em Materiais Poliméricos (Polimat) do Prof. Dr. Alexandre Parize (UFSC). 

As análises de difração de raios X foram realizadas pelo Prof. Dr. Adailton João 

Bortoluzzi, os espectros de Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio foram obtidos com 

o auxílio da Ma. Larissa Campos e de Glauber Renan de Lima, e as análises de Espectrometria 

de Infravermelho e Análise Elementar foram produzidas pelo Dr. Nilton Cezar Pereira, todas 

realizadas com os equipamentos da Central de Análises do Departamento de Química da UFSC.  

As análises de Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica foram 

realizadas em conjunto com o Prof. Dr. Adolfo Horn Junior, na Central de Análises.  

As cubetas utilizadas neste trabalho são fabricadas em quartzo, com duas ou quatro faces 

translúcidas. Também foram utilizadas cubetas de policarbonato do tipo célula capilar com 

eletrodos integrados (Malvern) para medidas de potencial Zeta. 

 Todos os frascos e vidrarias utilizados no preparo das AuNPs foram rigorosamente 

limpos, imersos em água régia por 24 h e posteriormente lavados por diversas vezes com água 

destilada, e por fim com água deionizada altamente pura. O devido controle de limpeza do 

laboratório foi mantido. Após secas, as vidrarias foram utilizadas nos processos de síntese, 

preparo de soluções e estoque, evitando seu armazenamento e acúmulo de poeira e sujidades 

ao longo dos dias.  

 

 METODOLOGIA 

 

2.6.1 Caracterização do material de partida – Quitosana 

 

A quitosana comercial (Sigma-Aldrich) foi caracterizada a partir das diferentes técnicas 

descritas a seguir, a fim de determinar propriedades tais como massa molar média, composição 

e proporção entre as unidades monoméricas acetilada e desacetilada e constantes de dissociação 

ácida (pKas). 
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2.6.1.1 Determinação da massa molar viscosimétrica média da quitosana (�̅�𝑉) 

 

A massa molar viscosimétrica média (M̅V) da quitosana foi determinada através da sua 

viscosidade intrínseca [], com o auxílio de um Microviscosímetro Anton Paar Lovis 2000M e 

de um densímetro Anton Paar DMA 4500M, a 25 ºC. Para efetuar as medidas, foram preparadas 

soluções de quitosana (na faixa de concentração de 110-4 a 510-4 mol L-1) em uma solução 

aquosa de ácido acético 0,3 mol L-1 e acetato de sódio 0,2 mol L-1. Primeiramente, a viscosidade 

absoluta () das amostras foi medida, inserindo-se cerca de 1 mL da amostra no densímetro e 

efetuando a leitura de densidade. Em seguida, uma alíquota de 100 uL da amostra foi transferida 

para um tubo capilar de 1,59 mm de diâmetro, junto a uma esfera de prata. A densidade medida 

anteriormente foi registrada no viscosímetro antes de iniciar-se a leitura. A  é medida a partir 

do tempo que a esfera de prata leva para percorrer o líquido dentro do capilar.[103] Todas as 

leituras foram feitas em duplicata. A partir das medidas de , pode-se calcular a viscosidade 

relativa (rel) através da Equação 1, a viscosidade específica (esp) pela Equação 2 e a 

viscosidade reduzida (red) pela Equação 3. Em soluções muito diluídas, quando a concentração 

de polímero tende a zero, [] pode ser obtida por extrapolação para encontrar o valor de y 

quando x = 0, assim como mostra a Equação 4.[104] 

 

𝑛𝑟𝑒𝑙 =  
𝑛𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑛𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒
                                                                                                                                     (1) 

𝑛𝑒𝑠𝑝 =  
𝑛𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 −  𝑛𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒

𝑛𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒
=  𝑛𝑟𝑒𝑙 − 1                                                                                        (2) 

𝑛𝑟𝑒𝑑 =
𝑛𝑒𝑠𝑝

𝐶
                                                                                                                                              (3) 

[𝜂] = lim
𝐶→0

𝑛𝑒𝑠𝑝

𝐶
                                                                                                                                         (4) 

 

onde, amostra e solvente são a viscosidade absoluta das soluções diluídas de quitosana e do 

solvente puro, respectivamente, e C é a concentração das soluções de quitosana (g L-1). Uma 

vez determinado o valor de [], pode-se estimar a M̅V com base na Equação de Mark-Kuhn-

Houwink-Sakurada (Equação 5), na qual K e α são constantes que dependem das interações 

entre polímero e solvente. Para a quitosana, as constantes encontradas na literatura: K = 0,074 

e α = 0,76.[105] 
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[𝜂] = 𝐾(𝑀𝑉)𝑎                                                                                                                                          (5) 

 

2.6.1.2 Caracterização físico-química e determinação do grau de desacetilação (GD) da 

quitosana 

 

Para determinação das proporções entre as unidades monoméricas da quitosana, as 

técnicas de RMN de 1H, espectroscopia de infravermelho e titulação potenciométrica foram 

aplicadas. Por fim, a média aritmética dos GD obtidos foi considerada. As técnicas de análise 

elementar e difração de raios-X foram utilizadas como complemento para elucidação estrutural. 

 

Espectros de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN de 1H) 

 

Para a aquisição dos espectros de RMN 1H, 15 mg de quitosana foram dissolvidas em 

500 uL de água deuterada (D2O), adicionando-se 2 gotas de ácido clorídrico deuterado (DCl) 

para promover a solubilização do polímero. A amostra foi transferida para o tubo e os espectros 

foram adquiridos em um Espectrômetro Bruker AVANCE DRX 400 MHz. Os parâmetros de 

leitura foram fixados em:  pulso de 45º, 128 acúmulos e um tempo de relaxamento de 10 s. O 

GD determinado por RMN 1H (GDRMN) foi calculado com base na Equação 6, onde [H2,D] é a 

integral do pico dos hidrogênios H2 correspondentes ao monômeros desacetilados em 3,10 

ppm, e [H8,Ac] é a integral do pico dos hidrogênios H8’ relacionados aos monômeros 

acetilados em 1,99 ppm.[106] 

 

𝐺𝐷𝑅𝑀𝑁 (%) =  (
𝐻2,𝐷

𝐻2,𝐷+ 𝐻8,𝐴𝑐/3
) × 100                                                                                                 (6)  

 

Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) 

 

Os espectros de infravermelho da quitosana foram obtidos em pastilhas de KBr em um 

espectrômetro Bruker (Alpha) de 256 varreduras. Os espectros foram adquiridos no modo 

transmitância, no intervalo de 400 a 4000 cm-1 e com resolução de 2 cm-1. O cálculo do GD por 

infravermelho (GDFT-IR) foi baseado no método descrito por Brugnerotto et al. (2001), onde as 

foram integradas as bandas que aparecem em: 1320 cm-1 (A1320), referente monômeros 
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acetilados; e 1420 cm-1 (A1420), referente aos monômeros desacetilados. As respectivas áreas 

foram aplicadas na Equação 7 para determinação do GDFT-IR.[103], [107] 

 

𝐺𝐷𝐹𝑇𝐼𝑅(%) = 100 − [31,92 ×
𝐴1320

𝐴1420
− 12,2]                                                                                (7) 

 

I. Titulação potenciométrica 

 

Para o procedimento de titulação, foram previamente preparados 500 mL da solução 

titulante de hidróxido de potássio (KOH) descarbonatada, ou seja, preparada em água 

deionizada fervida (etapa importante para eliminação dos gases dissolvidos na água, 

principalmente dióxido de carbono que, em solução aquosa, pode formar ácido carbônico, que 

levará a alterações no pH do meio, levando a erro experimental). A solução de KOH foi 

devidamente padronizada com biftalato de potássio e sua concentração final foi determinada 

em 0,085 mol L-1.  

Em um copo de titulação, 21,4 mg de quitosana foram diluídos em aproximadamente 

20 mL de água descarbonatada. Uma solução de ácido clorídrico (HCl) foi empregada para 

reduzir o pH da solução até próximo de 2.0. A solução foi mantida em agitação constante, 

enquanto pequenos volumes da solução titulante eram adicionados com o apoio de um Titulador 

automático Titronic Universal, e o pH da solução era registrado a cada adição, com um medidor 

de pH de bancada HANNA pH meter instrument HI 113.  

A curva de titulação (pH versus volume de KOH) foi plotada e a partir dela pode-se 

determinar o(s) pKa(s) da quitosana. Os dados obtidos na titulação potenciométrica também 

foram utilizados para calcular um GD (GDTP), e o GDTP foi calculado pela Equação 8, onde 

161 g mol-1 é a massa molar do monômero desacetilado da quitosana, (V2 − V1) é o volume 

consumido entre os dois pontos de inflexão, e m é a massa de quitosana.[103] 

 

𝐺𝐷𝑇𝑃(%) =
161 × [𝐾𝑂𝐻] × (𝑉2 − 𝑉1)

𝑚
× 100                                                                              (8) 

 

 Ao final, o GDmédio da quitosana foi obtido a partir de média aritmética simples, 

conforme Equação 9: 
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𝐺𝐷𝑚é𝑑𝑖𝑜(%) =  
𝐺𝐷𝑅𝑀𝑁 + 𝐺𝐷𝐹𝑇𝐼𝑅 + 𝐺𝐷𝑇𝑃

3
                                                                                      (9) 

 

II. Análise elementar  

 

A análise elementar da quitosana foi processada em um equipamento CHN 2400 Series 

II PerkinElmer, operando com o gás de arraste hélio (grau 5,0), oxigênio como gás de 

combustão (grau 6,0), temperatura de combustão de 925 ºC e temperatura de redução de 640 

ºC. O equipamento foi calibrado com o padrão acetanilida.  

 

III. Análise de difração de raios X 

 

A caracterização estrutural e cristalina da quitosana e da HTCC foram feitas usando um 

difratômetro de raios X (PanAlytical X’pert PRO MPD). As condições de medição foram: 

radiação Cu-Ka λ = 1,54 Å, ângulo 2θ variando de 10° a 80°, a tensão foi de 40 kV e a 

intensidade de 30 mÅ. 

 

2.6.2 Síntese, caracterização e determinação do grau de substituição (GS) do derivado 

catiônico cloreto de N-(2-hidroxi)propil-3-trimetilamônio quitosana (HTCC) 

 

A síntese do derivado catiônico HTCC (Figura 13) foi adaptada de Fávere e 

colaboradores (2010)[108], 8 g de quitosana (7,0210-2 mol) foram dispersas em 80 mL de água 

deionizada, com auxílio de cinco gotas de solução aquosa de HCl 4 mol L-1, permanecendo em 

agitação constante a 60 ºC durante um período de 16 h. Após, três porções iguais do reagente 

cloreto de trimetil glicidil amônio foram adicionados em intervalos pré-determinados de 2,5 h 

(5,0710-2 mol) . A reação foi mantida em 60 ºC durante 24 h. Após este período, o produto 

HTCC foi precipitado em acetona gelada, apresentando textura gelatinosa, em seguida foi 

lavado com metanol. O processo de precipitação e lavagem foi repetido por três vezes para 

garantir a eliminação de impurezas. O HTCC foi seco em bomba de vácuo e apresentou aspecto 

esbranquiçado, o sólido foi macerado em cadinho de porcelana para as análises e aplicações 

subsequentes[109]. 
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Figura 13 – Esquema da síntese do cloreto de N-(2-hidroxi)propil-3-trimetilamônio quitosana, 

a partir da reação entre a quitosana e o cloreto de trimetil glicidil amônio. 

 

Fonte: elaborado pela autora. 

 

 O HTCC foi caracterizado através de RMN de 1H, FT-IR, análise elementar, titulação 

potenciométrica e difração de raios-X. Para a determinação do grau de substituição dos grupos 

amônio quaternários do HTCC (GSHTCC) empregaram-se as Equações 10 e 11, baseando-se nas 

integrais dos sinais observados no espectro de RMN de 1H, onde ∫ 𝐻3 − 𝐻6 se refere à integral 

dos hidrogênios dos carbonos C-3 ao C-6 (multipleto que vai de 3,0 a 3,6 ppm), das unidades 

desacetiladas, 𝑇𝑀3 é a integral relativa aos 9 prótons do grupo N,N,N-trimetil do HTCC 

(singleto em  2,82 ppm) e ∫ 𝐴𝐶  é a integral dos hidrogênios do C-8’ das unidades acetiladas 

(singleto em  1,62 ppm).[110] 
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𝐴1 =  
(∫ 𝐻3 − 𝐻6 − ∫ 𝑇𝑀3 9⁄ − ∫ 𝐴𝑐 3⁄ )

5
                                                                                    (10) 

 

𝐺𝑆𝐻𝑇𝐶𝐶 =  ∫ 𝑇𝑀3 (𝐴1 × 9)                                                                                                            (11)⁄  

 

 Os procedimentos realizados para a obtenção dos espectros de FT-IR, dos dados de 

análise elementar, titulação potenciométrica e difração de raios-X são os mesmos já descritos 

na seção anterior.  

 

2.6.3 Síntese das nanopartículas de ouro estabilizadas com citrato (AuNPs) 

 

Em um béquer, 50 mL de uma solução aquosa de HAuCl4 0,25 mmol L-1 (totalizando 

0,0125 mmol) foram aquecidos até a temperatura de 100 ºC, utilizando uma manta térmica de 

aquecimento. Ao atingir a temperatura definida, medida com auxílio de um termômetro, 20 mL 

de uma solução aquosa de NaCt 1,25 mmol L-1 (0,025 mmol) foram instantaneamente 

adicionados ao sistema, sob agitação rigorosa constante de 4000 rpm. Em um intervalo de 

tempo de aproximadamente 4 min, observou-se a variação da coloração da reação de incolor 

para preto, depois para roxo e por fim, a reação apresentou coloração avermelhada.[111], [112] 

Durante todo o procedimento, o béquer permaneceu tampado com uma placa de Petri para 

reduzir a perda de solvente por evaporação. Após resfriamento, a solução contendo as AuNPs 

foi centrifugada em uma centrífuga NovaTecnica NT 811 a 4000 rpm por 30 min. O 

sobrenadante foi removido e as AuNPs precipitadas foram redissolvidas em água deionizada a 

uma concentração final de 3,5  10-10 mol L-1.  

 

2.6.4 Preparo do conjugado HTCC-AM-AuNPs 

 

Para a síntese do conjugado HTCC-AM-AuNPs, 1 mL de solução aquosa de AuNPs 

(3,510-10 mol L-1) foram pipetadas com o auxílio de uma micropipeta, e transferidas para um 

béquer. Na sequência, 1 mL de uma solução aquosa de AM (110-5 mol L-1) foi adicionado, e 

o sistema permaneceu sob agitação (1000 rpm) por 1 h, formando o intermediário AM-AuNPs. 

Logo após, 1 mL de uma solução aquosa de HTCC (310-5 mol L-1, pH 10) foi adicionado ao 
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sistema, que foi mantido por mais 1 h em agitação constante, dando origem ao conjugado 

HTCC-AM-AuNPs. Toda a síntese foi realizada com controle de temperatura, a 22 ºC, e com 

proteção contra luz. O conjugado HTCC-AM-AuNPs foi precipitado por centrifugação a 6000 

rpm, por 40 min, sendo redissolvido em água deionizada. O sobrenadante foi estocado para 

posterior quantificação de AM não conjugado.  

Para fins de controle e comparação, também propôs-se a síntese dos intermediários 

listados a seguir:  

• AM-AuNPs: 1 mL AuNPs (3,510-10 mol L-1) misturado a 1 mL AM (110-5 mol L-1), 

agitação constante (1h), centrifugação 6000 rpm (40 min); 

• HTCC-AuNPs: 1 mL AuNPs (3,510-10 mol L-1) misturado a 1 mL HTCC (310-5 mol 

L-1, pH 10), agitação constante (1h), centrifugação 6000 rpm (40 min); 

Todos os conjugados sintetizados foram estocados em solução aquosa, na geladeira, 

mantidos envoltos em papel alumínio, protegidos da incidência de luz. 

 

2.6.5 Caracterizações físico-químicas das AuNPs, do conjugado HTCC-AM-AuNPs e 

dos controles AM-AuNPs, HTCC-AuNPs e AM livre 

 

2.6.5.1 Determinação do coeficiente de absorção molar das AuNPs (AuNPs) 

 

Após a síntese das AuNPs, foi necessária a determinação de seu coeficiente de absorção 

molar (AuNPs), tornando possível a determinação da concentração exata das soluções de AuNPs 

preparadas.  

A primeira etapa para determinação do AuNPs foi o cálculo do número médio de átomos 

de ouro por nanopartícula (N), a partir da Equação 12, que considera o modelo esférico de 

nanopartículas. Na Eq. 12,  é a densidade do ouro (19,3 g cm-3), M é sua massa molar (197 g 

mol-1), e D é o diâmetro médio (nm) das AuNPs, obtido através de Microscopia Eletrônica de 

Transmissão. Com o valor de N, foi possível calcular a concentração molar (C, mol L-1) da 

solução de AuNPs, com a Equação 13, dividindo a quantia em mols de ouro adicionados na 

síntese das AuNPs (Ntotal = 0,0125 mmol), pelo produto de N, do volume da solução reacional 

(V, L) e da constante de Avogadro (NA = 6,0221023 mol-1).[113]  
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𝑁 =  
𝜋

6

𝜌𝐷3

𝑀
= 30.89602𝐷3                                                                                                               (12) 

𝐶 =  
𝑁𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑁𝑉𝑁𝐴
                                                                                                                                            (13) 

  

A partir de C, foi possível construir uma curva de calibração com a solução aquosa das 

AuNPs, e então calcular o AuNPs em 530 nm com base na Lei de Lambert-Beer (Equação 14), 

onde A é a absorbância e b (cm) é o caminho óptico da cubeta.[113] 

 

𝐴 =  𝜀𝑏𝐶                                                                                                                                                 (14) 

 

2.6.5.2 Determinação do coeficiente de absorção molar do conjugado HTCC-AM-AuNPs 

(HTCC-AM-AuNPs) 

 

O HTCC-AM-AuNPs foi determinado a partir da construção de uma curva de calibração de 

absorbância em função da concentração do conjugado HTCC-AM-AuNPs em água, os dados 

foram tratados no software Origin e o coeficiente foi encontrado a partir de regressão linear, 

com base na Equação 14. 

 

2.6.5.3 Medidas de espectrofotometria de absorção molecular 

 

As AuNPs, o conjugado HTCC-AM-AuNPs e os grupos controle AM-AuNPs e HTCC-

AuNPs sintetizadas e o AM livre em solução aquosa foram caracterizadas quando ao seu perfil 

de absorção UV-Vis, na faixa de 300-800 nm, utilizando um espectrofotômetro UV-Vis Cary 

50 da Varian.  

 

2.6.5.4 Medidas de tamanho hidrodinâmico e de potencial Zeta 

 

Todas as medidas de tamanho hidrodinâmico e de potencial Zeta (ζ) reportadas nesta 

Tese foram realizadas em triplicata, utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS da Malvern, 

pertencente ao laboratório do grupo Polimat, do Departamento de Química da UFSC. Os 

valores finais de tamanho e potencial Zeta foram obtidos através da média aritmética simples 
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dos dados encontrados. As análises foram realizadas com controle de temperatura padrão de 25 

ºC. 

Para as medidas de tamanho hidrodinâmico, 2 mL da solução aquosa da amostra de 

AuNPs livres ou de HTCC-AM-AuNPs ([AuNPs] = 3,510-10 mol L-1) foram transferidas para 

uma cubeta de policarbonato, que foi inserida no equipamento, dando início às leituras.  

 As medidas de potencial Zeta foram realizadas nas mesmas concentrações, injetando-

se, com o auxílio de uma pipeta de Pasteur de vidro, cerca de 200 uL de amostra no interior de 

uma cubeta capilar com eletrodos acoplados. As medidas foram obtidas e processadas no 

software Zetasizer. 

 

2.6.5.5 Morfologia e tamanho por Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 

Todas as micrografias apresentadas nesta Tese foram adquiridas utilizando um 

microscópio eletrônico de transmissão JEM-1011, operado até 100 kV, que utiliza um filamento 

de tungstênio como fonte de elétrons, pertencente ao Laboratório Central de Microscopia 

Eletrônica (LCME – UFSC). O equipamento foi operado pela Dra. Laíze Zaramello, pós 

doutoranda do grupo LaCFI. 

As amostras foram preparadas pingando-se uma gota da solução aquosa de AuNPs 

(3,510-10 mol L-1) sobre uma grade do tipo cobre-carbono para microscopia eletrônica. O 

excesso de solução foi removido por capilaridade, com um leve toque de papel filtro na lateral 

da grade. O processo foi repetido por três vezes. Por fim, a grade permaneceu por cerca de 8 h 

em alto vácuo para secagem, estando então pronta para ser analisada no microscópio. As 

imagens foram coletadas e as partículas foram contadas e medidas com o software ImageJ. 

 Para o preparo da grade com HTCC-AM-AuNPs, o mesmo procedimento foi executado, 

porém após a deposição da amostra foi aplicada uma gota de uma solução de uranil (0,05%, 

m/v) sobre a grade, como agente de coloração negativo.  

 

2.6.5.6 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) com Pistola de Emissão de Campo 

 

  Um microscópio eletrônico de varredura de emissão de campo JEOL JSM-6701F 

incorporado com uma pistola de emissão de campo de cátodo frio e vácuo ultra alto foi utilizado 
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para obter mais imagens a respeito da superfície do conjugado HTCC-AM-AuNPs e de sua 

composição. As análises foram realizadas pelo técnico Luciano de Oliveira, no LCME.  

  

2.6.5.7 Espectros de emissão de fluorescência 

 

Os espectros de emissão de fluorescência do AM livre em solução aquosa e do 

conjugado HTCC-AM-AuNPs foram obtidos por espectrofotometria de fluorescência através 

de um espectrofluorímetro Cary Eclipse da Varian, que usa uma lâmpada de xenônio de 450 W 

como fonte de excitação. O comprimento de onda de excitação empregado foi de 600 nm, com 

fendas de excitação e emissão fixadas em 10 nm. A concentração de AM em ambas as amostras 

é igual a 710-6 mol L-1. 

 

2.6.6 Rendimentos quânticos de fluorescência (F) 

 

Os rendimentos quânticos de fluorescência (F) do AM livre em água e etanol e do 

conjugado HTCC-AM-AuNPs foram calculados a partir de seus espectros de UV-Vis e de 

emissão de fluorescência, perante a Equação 15, onde A representa a absorção em 600 nm, F é 

a área sob a curva do espectro de emissão (obtido através de sua integral) e n é o índice de 

refração do solvente. O subíndice R indica a amostra de referência e o subíndice C indica a 

amostra analisada. A amostra de referência empregada foi uma solução de AM em etanol, cujo 

rendimento quântico de emissão de fluorescência é conhecido e reportado na literatura, igual a 

0,52 (R na Eq. 15).[114] A concentração de AM na amostra de referência (AM em etanol) 

empregada foi de 9,6710-7 mol L-1, enquanto que nas amostras de AM em água e HTCC-AM-

AuNPs a mesma concentração de AM foi utilizada, [AM] = 5,4210-6 mol L-1. 

 


𝐹

=  
𝐴𝑅𝐹𝐶𝑛𝑅

2
𝑅

𝐴𝐶𝐹𝑅𝑛𝐶
2

                                                                                                                                (15) 

 

 Os espectros de absorção de luz UV-Vis e de emissão de fluorescência também foram 

utilizados para calcular o deslocamento de Stokes (), baseado na Equação 16, onde abs,max e 

emi,max são o comprimento de onda máximo de absorção e de emissão, respectivamente. 
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∆ =  1107 (
1

𝑎𝑏𝑠,𝑚𝑎𝑥
−

1

𝑒𝑚𝑖,𝑚𝑎𝑥
)                                                                                             (16) 

 

2.6.7 Análise de lentes térmicas (LT) 

 

As amostras para os transientes de LT foram obtidas pipetando-se 15 L da solução 

aquosa estoque de HTCC-AM-AuNPs (3,110-10 mol L-1), diluídas em 2 mL de água 

deionizada. A técnica de LT de feixe duplo com incompatibilidade de modo foi usada para 

estimar o rendimento de calor da amostra HTCC-AM-AuNPs. Nesta técnica, dois feixes de 

laser Gaussianos TEM00 contínuos (laser de argônio a 532 nm) e uma sonda (He-Ne a 632,8 

nm) foram empregados para gerar o efeito de lente térmica. Durante a irradiação do laser de 

excitação, a absorção óptica da amostra gera deposição de calor por processos de decaimento 

não radiativos. A intensidade do laser da sonda foi fraca o suficiente para evitar um efeito 

térmico residual nos transientes de LT. O calor localizado altera o índice de refração local, 

funcionando como uma lente eficaz para o feixe da sonda. O sinal de LT é dado pela Equação 

17:[115] 

 

𝐼(𝑡) = |∫ 𝑒𝑥𝑝[−(1 + 𝑖 𝑉)𝑔 − 𝑖 Φ(𝑔, 𝑡)]
∞

0

𝑑𝑔|

2

                                                                          (17) 

 

em que (g,t) é a mudança de fase fotoinduzida conforme descrito na Equação 18: 

 

Φ(𝑔, 𝑡) =
𝜃𝑡ℎ

𝑡𝑐
∫

1 − 𝑒−2𝑚𝑔/(1−2𝜏/𝑡𝑐)

(1 − 2𝜏/𝑡𝑐)
𝑑𝜏

𝑡

0

                                                                                       (18) 

 

 Nas equações 17 e 18, i é a unidade imaginária (ou i=√−1), g é uma variável de 

integração adimensional relacionada a coordenadas radiais por 𝑟 = (𝑟/𝜔1𝑝)
2
, sendo 𝜔1𝑝 o raio 

do feixe da sonda na posição da amostra. O tempo característico térmico 𝑡𝑐 = 𝜔2/4D, sendo 𝜔 

o raio do feixe de excitação na posição da amostra e D a difusividade térmica. 𝜏 é uma variável 
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de integração com dimensão de tempo, 𝜃𝑡ℎ é um fator relacionado a um conjunto de parâmetros 

físicos proporcionais à amplitude do transiente de LT:  

 

𝜃𝑡ℎ =
𝑃𝑒𝛽 𝐿

𝑘𝑡ℎ𝜆𝑝

𝑑𝑛

𝑑𝑇
ϕ                                                                                                                                 (19) 

  

A amplitude do sinal de LT é relacionado com o coeficiente de rendimento de calor (), 

o coeficiente de absorção ótica (), a condutividade térmica (kth), e com o coeficiente térmico 

do índice de refração (dn/dT) (Equação 19).[115] Na Equação 19, L é o comprimento do 

caminho óptico, p é o comprimento da onda do laser da sonda, Pe e  são a potência e o raio 

do feixe de excitação do laser e m e V são parâmetros geométricos da configuração.[115] 

 

2.6.8 Ensaio de geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 

O ácido úrico (AU) foi aplicado como sonda para avaliar a capacidade do AM livre em 

água e do conjugado HTCC-AM-AuNPs em gerar EROs, incluindo oxigênio singleto (1O2). 

Em uma cubeta de quartzo de 10 mm, 500 L de AM (ou de HTCC-AM-AuNPs) ([AM] = 

810-6 mol L-1) foram misturados a 1,5 mL de uma solução aquosa de ácido úrico (1,0510-4 

mol L-1). A concentração final de AM e de AU, na cubeta, foi de 210-6 mol L-1 e 810-5 mol 

L-1, respectivamente. As amostras foram irradiadas continuamente, por um período de tempo 

pré-determinado, utilizando um laser vermelho (660 nm, 100 mW cm-2), mantido sobre a cubeta 

durante todo o experimento, com o auxílio de um suporte. Os espectros de absorção UV-Vis 

foram simultaneamente registrados por um espectrofotômetro Cary 50 da Varian. As cinéticas 

de degradação do AU foram acompanhadas em 285 e 320 nm, e ajustadas a modelos cinéticos 

de primeira ordem (Equação 20), ou a modelos de duas etapas consecutivas de primeira ordem 

(Equação 21). 

 

𝐴 = 𝐴0 + 𝐵𝑒−𝑘𝑡                                                                                                                                    (20) 
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Aqui, A0 e A representam as absorbâncias no tempo zero e durante a iluminação, 

respectivamente, B é a amplitude do decaimento da banda de absorção, k é a constante de 

velocidade e t é o tempo de irradiação.  

 

𝐴 = 𝐴0 + 𝐵1𝑒−𝑘1𝑡+𝐵2𝑒−𝑘2𝑡                                                                                                              (21) 

 

Onde k1 e k2 são as constantes de velocidade de fotodegradação do substrato para o 

primeiro e segundo estágios, respectivamente, e B1 e B2 são a amplitude de decaimento da 

absorção do AU. 

As AuNPs livres também foram testadas quanto a possibilidade de geração de EROs, a 

fim de se verificar possível efeito isolado, com o mesmo laser vermelho (660 nm), e com um 

laser verde (530 nm, 100 mW cm-2).  

 Adicionalmente, acompanharam-se as cinéticas de fotodegradação do AM em 665 nm, 

os perfis cinéticos foram ajustados perante Equação 20. 

 

2.6.9 Investigação de produção de EROs e 1O2 

 

Para determinar as espécies predominantes geradas por AM livre e HTCC-AM-AuNPs 

durante iluminação, azida de sódio (NaN3) e DMSO foram aplicados como agentes supressores 

de 1O2 e EROs, respectivamente.[116] Para o experimento com azida de sódio, em uma cubeta 

de quartzo de 10 mm de caminho óptico, 1,5 mL de solução aquosa de AU (1,0510-4 mol L-1) 

foram misturados a 500 L de solução aquosa de AM (ou de HTCC-AM-AuNPs), cuja 

concentração de AM nestas amostras era constante e igual a 7,6410-6 mol L-1. Posteriormente, 

5 L de uma solução aquosa de azida de sódio 2 mol L-1 foram adicionados.  

Por outro lado, para o experimento com DMSO, uma solução de AU foi preparada com 

uma solução aquosa contendo 10% de DMSO ([AU] = 1,0510-4 mol L-1), e então 1,5 mL desta 

solução foram pipetados para a cubeta, junto a 500 L de solução aquosa de AM (ou de HTCC-

AM-AuNPs).  

Em todos os experimentos, as concentrações finais para o AM e AU foram, 

respectivamente, 210-6 mol L-1 e 810-5 mol L-1. Uma vez prontas, as amostras foram 

irradiadas com um laser vermelho (660 nm, 100 mW cm-2), e a degradação de ácido úrico foi 
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acompanhada por espectroscopia de UV-Vis em 295 nm. Os perfis cinéticos foram plotados e 

a constante de velocidade k das reações foi obtida através das Equações 20 e 21. 

 Adicionalmente, os espectros de Espectroscopia de Ressonância Paramagnética 

Eletrônica (RPE) foram obtidos utilizando um sistema Bruker EMX micro-9.5/2.7/P/L, com 

cavidade cilíndrica de alta sensibilidade, operando na banda X (9.38 GHz) a 293 K. Os 

seguintes parâmetros experimentais foram empregados: campo magnético central 3340 G, 

largura de varredura 100 G, potência de micro-ondas de 5 Mw, amplitude de modulação de 1G, 

frequência de modulação de 100 kHz, ganho de receptor de 30 dB e número de varreduras igual 

a 1. Os espectros foram simulados utilizando o software SpinFit (Bruker). As soluções contendo 

AM (510-6 mol L-1), AuNPs (1,710-10 mol L-1) e 5,5-dimetil-1-pirrolina-N- óxido (DMPO) 

(0,1 mol L-1) foram preparadas em um Eppendorf e irradiados por 3 min com um laser vermelho 

(660 nm, 100 mW cm-2), o sistema foi isolado com papel alumínio. As amostras foram 

imediatamente adicionadas a um tubo de vidro (0,5 mm de diâmetro interno), e as medidas 

foram registradas após 2 min. 

 

2.6.10 Testes biológicos in vitro 

 

2.6.10.1 Ensaio colorimétrico de Sulforodamina B 

 

O ensaio de sulforodamina B (SRB) foi utilizado para determinação da densidade 

celular, com base na medição do conteúdo de proteína celular. Em síntese, células de câncer de 

mama MDA-MB231 foram plaqueadas em placas de 96 poços (5000 células/poço). Após um 

período de 24 h, as células foram pré-incubadas com as seguintes formulações teste, em 

diferentes concentrações: HTCC-AM-AuNPs, HTCC-AuNPs e AM livre ([AM] = 0,5; 1,0 e 

2,5 mol L-1 e [AuNPs] = 6,7510-10; 2,710-10 e 1,3510-10 mol L-1). Após 15 min de 

incubação, as amostras foram expostas a um sistema de LED in vitro – luz branca (“Warm 

White”, número de série LK1490_M006 – espectro de irradiância na Figura AA a - Anexo A) 

(55,3 J cm-2 – curva de calibração de irradiância versus porcentagem de potência na Figura AA 

b – Anexo A) por 30 min, utilizando o equipamento em cabine de segurança biológica em 

temperatura ambiente (25 ºC). Os controles foram tratados nas mesmas condições no escuro. 

Ao término dos 30 min de iluminação, as células foram incubadas por mais 48 h em incubadora 
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umidificada a 37 ºC, e posteriormente fixadas com 100 L de ácido tricloroacético gelado 10% 

por 1 h a 4 ºC. As placas foram então lavadas cinco vezes com água fria e deixadas secar durante 

a noite. Uma solução de SRB (0,057% de SRB em 1% de ácido acético) e secas ao ar durante 

a noite. Em seguida, 100 L de Tris base 10 mM (pH 10,5) foram adicionados para solubilizar 

o corante. As placas foram agitadas suavemente durante 20 min e a absorbância foi lida a 510 

nm em um leitor de microplacas. A densidade celular foi calculada como a percentagem de 

absorbância (% de células) em comparação com a absorbância de controles não tratados.[117] 
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 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.7.1 Caracterização da quitosana e do derivado catiônico cloreto de n-(2-

hidroxi)propil-3-trimetilamônio quitosana (HTCC) 

 

A primeira etapa experimental consistiu na caracterização completa do material de 

partida – a quitosana, que foi utilizada na síntese do derivado quaternário (catiônico) cloreto de 

N-(2-hidroxi)propil-3-trimetilamônio quitosana (HTCC). O HTCC foi sintetizado com o 

objetivo de aumentar a solubilidade da quitosana em uma ampla faixa de pH[118], facilitando 

sua aplicação na síntese do conjugado. Além disso, o HTCC mantém as excelentes propriedades 

biológicas da quitosana, tais como alta biocompatibilidade e baixa toxicidade.[119], [120] 

 O método da viscosidade intrínseca [] foi utilizado para determinar a massa molar 

viscosimétrica média (�̅�𝑉) da quitosana. Os dados obtidos de viscosidade absoluta (), 

viscosidade relativa (rel), viscosidade específica (esp) e viscosidade reduzida (red) estão 

listados na Tabela A1 do Apêndice A. A partir destes dados, plotou-se um gráfico de red em 

função da concentração de quitosana (Figura 14), em que o intercepto é o valor correspondente 

de [], resultando em um valor igual a 532,1 mL g-1, dado utilizado para calcular a �̅�𝑉 a partir 

da Equação 5 (Equação de Mark-Kuhn-Houwink-Sakurada). Para a quitosana, a �̅�𝑉 encontrada 

foi de 114.677 Da (ou 114,7 kDa). Este valor de massa molar, determinado experimentalmente, 

corrobora com as informações fornecidas pelo fabricante na embalagem do produto, estando 

dentro da faixa de 50.000 – 190.000 Da, caracterizando-a como uma quitosana de baixa massa 

molar. 
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Figura 14 – Viscosidade reduzida (red, mL g-1) em função da concentração de quitosana (g mL-

1) com os dados experimentais listados na Tabela A1 (Apêndice A). O intercepto representa a 

[], 532,103 mL g-1 para a quitosana, cujo valor foi utilizado para a obtenção de sua massa 

molar viscosimétrica �̅�𝑉. 
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 Para elucidação estrutural da quitosana, foi determinado o seu Grau de Desacetilação 

(GD). A primeira técnica empregada para o cálculo do GD da quitosana foi a RMN de 1H 

(Figura 16a, pg 63), o GDRMN foi calculado a partir de Equação 6 e o valor de 79% foi 

encontrado. Adicionalmente, o espectro de infravermelho da quitosana (Figura B 1 – Apêndice 

B) também foi empregado para calcular seu GD (GDFT-IR), pela Equação 7, cujas áreas das 

bandas em 1324 cm-1 (monômero acetilado) e 1424 cm-1 (monômero desacetilado) estão 

representadas na Figura B 2 (Apêndice B), resultando um GDFT-IR de 78,8%. Por fim, o GDTP 

foi obtido da Equação 8, baseado na titulação potenciométrica da quitosana (Figura 19a, pg 68), 

resultando 65%. O GD médio da quitosana foi considerado então, como 74%. O GD obtido é 

coerente com o informado pelo fornecedor, e indica que 26% da quitosana é composta por 

monômeros acetilados (Figura 15).    
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Figura 15 – Estrutura geral do biopolímero quitosana, cuja cadeia é composta em 26% por 

monômeros acetilados e o restante, 74%, por monômeros desacetilados.  

 

  

A quaternização da quitosana e a formação do derivado catiônico HTCC foi confirmada 

por RMN de 1H (Figura 16). O espectro de RMN de 1H da quitosana (Figura 16a) foi utilizado 

para confirmar que a modificação química foi bem sucedida. Ele apresentou os sinais 

característicos do polissacarídeo, em  1,99 ppm, referente aos prótons metílicos dos grupos 

acetamida (H-8’, monômero acetilado); em  3,10 ppm referente ao próton do carbono-2 do 

monômero desacetilado (H-2); e em  3,68 a 3,84 ppm (H-3,4,5,6 e 6’). O sinal referente aos 

H-1,1’ não pode ser visto, pois seu deslocamento químico () esperado (em torno de 4,87 ppm) 

coincide com o do solvente (D2O), estando sobrepostos ao sinal deste.[121], [122] 

O espectro obtido para o HTCC (Figura 16b) é muito similar ao da quitosana, entretanto, 

pode-se destacar o aparecimento dos sinais em  2,82 e 4,23 ppm. De acordo com os resultados 

obtidos por Xiao e colaboradores (2012), que sintetizaram e caracterizaram o HTCC, o sinal 

em  2,82 ppm indica a presença dos prótons dos grupos metílicos do sal de amônio quaternário 

(H-d), e o sinal em  4,23 ppm está relacionado ao próton metínico (Hb) também proveniente 

do ligante quaternário.[123] Os sinais que aparecem entre 3-4 ppm são o resultado de múltiplos 

sinais de 1H que encontram-se sobrepostos e são derivados dos hidrogênios dos carbonos C-3 

a C-6. A partir das integrais de cada sinal, foi possível determinar o grau de substituição (GS) 

do HTCC, através das Equações 10 e 11, e um GS de 69% foi encontrado. Considerando que a 

quantidade de unidades acetiladas não reage (26%), a quantidade remanescente de unidades 

desacetiladas no HTCC é de 5%.  
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Figura 16 – Espectros de RMN 1H 400 MHZ da quitosana (a) e do derivado catiônico HTCC 

(b), em D2O. Os sinais são destacados e relacionados aos respectivos hidrogênios que puderam 

ser identificados. 
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 A análise elementar (Tabela 1) obtida para o HTCC e para a quitosana mostrou que os 

percentuais em massa obtidos experimentalmente, para C, N e H são consistentes com aqueles 

teoricamente calculados, apresentando deslocamentos negativos para C e N, e positivo para H, 

que pode estar relacionado a presença de água nas amostras. Além disso, a proporção entre o 

percentual de C e N encontrada nos cálculos teórico e experimental é muito próxima, 

apresentando discrepância inferior a 1,5% para quitosana e 2,5% para o HTCC, reforçando a 

coerência das proporções monoméricas apresentadas. 

 

Tabela 1 – Comparação entre os percentuais de C, H e N presentes nas amostras de (a) quitosana 

e (b) HTCC, calculados teoricamente e determinados experimentalmente através de análise 

elementar.  

(a) 

Quitosana 

 

26 % 

 

74 % 

Total 

calculado 

(%) 

Total 

experimental 

(%) 

C (%) 47,29 44,72 45,39 42,01 

H (%) 6,45 6,88 6,77 7,10 

N (%) 6,89 8,69 8,22 7,50 

C/N - - 5,52 5,60 

(b) 

HTCC 

 

 

 

26 % 

 

 

 

5 % 

 

69 % 

Total 

calculado 

(%) 

Total 

experimenta

l 

(%) 

C (%) 47,29 44,72 51,97 50,39 41,42 

H (%) 6,45 6,88 9,09 8,29 8,42 

N (%) 6,89 8,69 10,1 9,19 7,37 

C/N - - - 5,48 5,62 
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Os espectros de infravermelho da quitosana e do HTCC são mostrados na Figura 17. A 

intensa banda que aparece na região entre 3500-3300 cm-1 se refere à vibração axial das ligações 

N-H e O-H presentes nos polissacarídeos. Na quitosana, esta banda é mais intensa (vide Figura 

17a) porque está também relacionada às ligações de hidrogênio inter- e intramoleculares deste 

polímero. Os grupos alquil de ambos os polímeros apresentam picos de absorção em 2925 e 

2869 cm-1, relacionados ao estiramento simétrico a assimétrico das ligações C-H, 

respectivamente. O estiramento do grupo C=O da amida I pode ser observado pela banda em 

1654 cm-1, enquanto a vibração angular da ligação N-H da amida II se encontra em 1595 cm-1, 

ambos derivados dos grupos N-acetilados. A banda em 1320 cm-1 se deve ao estiramento C-N 

da amida II dos monômeros N-acetilados. Em 1590 cm-1 encontra-se uma banda que pode ser 

atribuída à vibração angular da ligação N-H das aminas primárias.[124] As bandas em 1420 e 

1380 cm-1 foram relacionadas a vibração angular dos grupos CH2 e deformações simétricas dos 

grupos CH3, respectivamente. A banda em 1154 cm-1 corresponde ao estiramento assimétrico 

da ponte C-O-C, característicos da estrutura sacarídica, e as bandas em 1077 e 1034 podem ser 

atribuídas ao estiramento C-O. Em comparação com o espectro da quitosana, algumas 

mudanças foram observadas no espectro do HTCC, como o aparecimento de uma banda sutil 

em 1482 cm-1, relacionada com modos vibracionais angulares assimétricos dos grupos metil 

(ligações C-H dos grupos trimetilamônio) do sal de amônio quaternário.[123], [125], [126] 

Ocorreu, ainda, um aumento da intensidade da banda em 2924 cm-1 devido a vibrações C-H 

simétricas. Para uma melhor visualização das bandas HTCC evidenciadas, consulte a ampliação 

da região de interesse (Figura B 3 – Apêndice B). Com base nos espectros de RMN 1H e FT-

IR, pode-se dizer que a síntese do HTCC se procedeu com sucesso. Por fim, a proporção entre 

as unidades monoméricas do HTCC ficou definida em: 26% de monômeros acetilados, 69% de 

monômeros quaternizados, e 5% de monômeros desacetilados, assim como ilustra a Figura 18. 
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Figura 17 – Espectros de infravermelho da quitosana (a) e do derivado catiônico HTCC (b). 
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Figura 18 – Estrutura geral do HTCC, polímero catiônico obtido a partir da reação de 

quaternização da quitosana, composto em 26% por monômeros acetilados, 5% por 

desacetilados e 69% por monômeros quaternizados. 
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 Para complementar a caracterização dos polímeros, foram realizadas as titulações 

potenciométricas. A titulação do HTCC (Figura 19b) mostrou um perfil distinto da quitosana 

(Figura 19a), apresentando dois pKas em 6,1 e 10,2. O pKa de 6,1, equivalente ao pKa da 

quitosana, foi atribuído ao grupo -NH2, enquanto o pKa de 10,2 foi relacionado à amina 

secundária NHR.  

 O pKa de 6,1 da quitosana é reportado na literatura e difere do valor esperado para o pKa 

de aminas (entre 10 e 11).[127] Para obter maiores informações a respeito desta condição, as 

análises de difração de raios-X foram efetuadas. O padrão de difração de raios X da quitosana 

(Figura 20) mostrou um pico em 2 = 20,0º, indicando estrutura cristalina estabilizada por 

ligações intramoleculares e intermoleculares de hidrogênio, que diminuem a solubilidade da 

quitosana acima de pH 6.[128], [129], [130], [131] A presença destas ligações de hidrogênio 

torna os elétrons não ligantes dos grupos amino menos disponíveis, diminuindo a basicidade 

dos mesmos, que encontram-se protonados apenas em pHs ligeiramente ácidos. Após a 

funcionalização da quitosana e formação do derivado HTCC, com o impedimento estérico 

causado pela inserção do grupo substituinte, a formação da estrutura cristalina é dificultada 

(Figura 20), o que possibilita a dissolução em pH neutro, e o pKa observado de 10,2 é consistente 

com o esperado para aminas secundárias.[132] 
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Figura 19 – Titulações potenciométricas. (a) Quitosana, 1,1 g L-1, 25 ºC, V1, V2
 e pKa 

destacados; (b) HTCC, 2,0 g L-1, 25 ºC, pKa1 e pKa2 destacados. 
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Figura 20 – Padrões de difração de raios X da quitosana pura e da quitosana quaternizada 

(HTCC). 
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2.7.2 Caracterização das AuNPs e do conjugado HTCC-AM-AuNPs 

 

As nanopartículas de ouro recobertas com citrato (AuNPs) foram sintetizadas com o 

intuito de funcionarem como a base para montagem do sistema de entrega AM. O preparo das 

AuNPs seguiu o conhecido método de Turkevich[111], empregando ácido cloroáurico 

(HAuCl4) como precursor dos íons Au3+ e citrato de sódio (NaCt) como agente redutor e 

estabilizante da nanopartícula. De acordo com Turkevich (1985, p. 86): “a redução do ácido 

cloroáurico pelo citrato de sódio a 100 ºC produziu uma solução coloidal [...] que apresentava 

excelente estabilidade e tamanho de partícula uniforme de 20 nm de diâmetro.”[111] 

A solução contendo as AuNPs apresentou coloração avermelhada (vide inserto na 

Figura 21a), resultante do efeito de Ressonância de Plasmon de Superfície, com absorção de 

luz na região do verde do espectro eletromagnético. O espectro de absorção das AuNPs mostrou 

o perfil característico deste tipo de material, apresentando forte absorção na região do visível 

com comprimento de onda máximo de absorção (max) em 530 nm (Figura 21a).[133]. O 

comprimento de onda máximo de absorção das AuNPs tem relação direta com seu tamanho, e 

bandas de absorção na região de 520 a 530 nm indicam a formação de nanopartículas com 

tamanhos que variam entre 30 a 40 nm.[134] Além disso, a razão molar HAuCl4:NaCt (1:2) 
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empregada na síntese foi baseada no estudo de Dong e colaboradores (2019), que reportaram a 

obtenção de AuNPs de aproximadamente 50 nm ao empregar a razão molar mencionada.[135], 

[136]  

Na sequência, medidas de espalhamento dinâmico de luz permitiram determinar o 

tamanho hidrodinâmico médio das AuNPs, resultando em 47,6 nm. O tamanho também foi 

analisado através de medidas de Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET). As imagens 

de MET revelaram que as AuNPs possuem formato esférico (Figura 21b). Um histograma de 

distribuição de tamanhos (Figura 21c) foi construído, medindo-se o tamanho de cada uma das 

nanopartículas contidas na Figura 21b, com auxílio do software ImageJ, e um tamanho médio 

de 29,34,6 nm foi determinado. O valor obtido de tamanho hidrodinâmico é superior devido 

a presença da camada orgânica externa de grupos citrato envolvendo as AuNPs (não visível nas 

imagens de MET), além da camada de solvatação. O tamanho das AuNPs sintetizadas 

apresentou-se em acordo com o referencial teórico citado para a faixa de absorção máxima de 

530 nm. 

 As medidas de potencial Zeta mostraram que as AuNPs possuem carga superficial 

negativa, em torno de -24,4 mV, atribuída a presença dos grupos carboxilato das moléculas de 

citrato em sua superfície, possuindo forte caráter aniônico.[137] O coeficiente de absorção 

molar das AuNPs, AuNPs, foi determinado como 2,96109 L mol-1 cm-1 a 530 nm (consulte 

Figura C 1, Apêndice C), e está em acordo com os valores encontrados na literatura para AuNPs 

recobertas com citrato de tamanho próximo.[113] 

 Conforme mencionado, os grupos citrato negativamente carregados presentes na 

superfície das nanopartículas podem ser utilizados para funcionalização das AuNPs com 

moléculas catiônicas, através de interações eletrostáticas, conforme já reportado em diversos 

trabalhos.[138], [139] Neste trabalho, as interações eletrostáticas foram empregadas como força 

motriz para a incorporação do FS azul de metileno (AM) e do polímero HTCC, ambas espécies 

catiônicas, à superfície das AuNPs, levando a formação do conjugado HTCC-AM-AuNPs. 
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Figura 21 – (a) Espectro de UV-Vis das AuNPs (2,3110-10 mol L-1) – inserto: coloração 

avermelhada da solução aquosa de AuNPs; (b) imagens de MET 100 kV das AuNPs, escala de 

100 nm; (c) histograma de distribuição de tamanhos usado para determinar o tamanho médio 

das AuNPs. 
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 Para a obtenção do conjugado HTCC-AM-AuNPs, a superfície das AuNPs foi 

eletrostaticamente funcionalizada primeiramente com o FS AM, e logo após com HTCC, assim 

como mostra o passo a passo da Figura 22. O HTCC não possui atividade em terapias 

fotoativadas, tendo sido inserido no conjugado com o objetivo da formação de uma camada 

polimérica de recobrimento da partícula e proteção contra a redução do AM. 

 

Figura 22 – Representação esquemática da síntese do conjugado HTCC-AM-AuNPs. 

 

 

 Os conjugados de HTCC-AM-AuNPs foram caracterizados quanto ao seu espectro de 

absorção UV-Vis, e comparado aos perfis de absorção das AuNPs livres, do AM livre, e das 

AuNPs na presença de HTCC (HTCC-AuNPs), assim como mostra a Figura 23a. A banda em 

530 nm, característica das AuNPs, pode ser observada tanto no conjugado HTCC-AM-AuNPs, 

quanto no controle HTCC-AuNPs, não apresentando deslocamento de seu max de absorção. 

Além disso, a banda de AM em 665 nm foi observada no espectro do conjugado, indicando que 

a funcionalização da superfície das AuNPs com o FS AM foi realizada com sucesso. Não foi 

possível obter o produto intermediário da síntese do conjugado, AM-AuNPs, que seria 

investigado também como grupo controle, uma vez que, após centrifugação, não se apresentou 
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solúvel em água. O coeficiente de absorção molar do conjugado (HTCC-AM-AuNPs), determinado 

por regressão linear (Figura D 1 – Apêndice D), é de 2,62109 L mol-1 cm-1. 

 O tamanho hidrodinâmico obtido para o conjugado HTCC-AM-AuNPs foi de 150,4 nm, 

significativamente maior que o tamanho obtido previamente para as AuNPs livres (47,6 nm). 

Este aumento de tamanho pode ser relacionado à funcionalização da superfície da nanopartícula 

com AM, somado ao recobrimento com as cadeias poliméricas de HTCC, dado que corrobora 

para confirmação da formação do conjugado. Além disso, o Potencial Zeta sofreu uma 

modificação de -24,4 mV (AuNPs livres) para +26,6 mV no HTCC-AM-AuNPs, comprovando 

que as nanopartículas foram recobertas com o polímero catiônico. Para um maior detalhamento 

com relação a morfologia do conjugado, imagens de MET e MEV foram obtidas. Apesar da 

tentativa de marcação do material orgânico que recobre as nanopartículas no conjugado, com o 

marcador uranil, não foi possível observar a camada polimérica nas imagens de MET, sendo 

possível apenas observar o material inorgânico contido no grid – ou seja, as AuNPs (Figura 

23b). Desta forma, não foi possível fazer as leituras de tamanho por MET e construção de 

histograma para o conjugado. Por outro lado, na imagem de MEV (Figura 23c) é possível 

identificar a camada polimérica externa, representada por um sombreado cinza claro que 

envolve as nanopartículas. Ambas as imagens revelam morfologia esférica do sistema. Com a 

finalidade de obter-se mais dados para comprovar a presença do HTCC na superfície do 

conjugado, realizou-se uma a análise de composição elemental a partir de MEV com pistola de 

emissão de campo, onde obteve-se um espectro de energia dispersiva de elétrons (Figura 24). 

No espectro, o pico de maior intensidade que aparece sem indicação, em aproximadamente 1,9 

keV, se refere ao silício (Si), elemento constituinte da placa sobre a qual é suportada a amostra, 

o pico é desconsiderado para que não interfira na contagem percentual dos elementos que 

compõe a amostra. A análise revelou picos que indicam a presença dos seguintes átomos no 

conjugado HTCC-AM-AuNPs: ouro (Au – 86,21±1.12%); carbono (C – 5,66±0,47%); oxigênio 

(O – 6,18 ±0,44%) e nitrogênio (N – 1,95±1,02%) (Tabela 2). Os resultados indicam que o 

conjugado é composto majoritariamente por átomos de ouro, associados às AuNPs, enquanto 

os átomos de C e O podem ser associados tanto ao citrato quanto ao HTCC. O diferencial desta 

análise foi o indicativo da presença de N, uma vez que o único componente do conjugado que 

apresenta átomos de N em sua composição é o HTCC, reforçando então, a presença do polímero 

na amostra. 
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Figura 23 – (a) Espectros de absorção do HTCC-AM-AuNPs, [AuNPs] = 3.510-10 mol L-1; 

[MB] = 7.410-6 mol L-1, a imagem inserida mostra a coloração do conjugado em solução 

aquosa. (b) Imagem de MET (escala 100 nm) e (c) Imagem de MEV do HTCC-AM-AuNPs, as 

setas vermelhas indicam a camada polimérica de HTCC recobrindo a partícula.  
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Figura 24 – Espectro de energia dispersiva com os resultados percentuais (%), em massa, dos 

elementos constituintes da amostra HTCC-AM-AuNPs. Voltagem de aceleração de 15,0 kV, 

magnificação de 20000.

 
 

Tabela 2 – Resultados, em percentual de massa e átomos, com erro relativo, dos elementos 

constituintes da amostra HTCC-AM-AuNPs, obtidos através de análise de energia dispersiva 

de elétrons. 
 

 

Percentual, em massa (%) 

C-K N-K O-K Au-M 

HTCC-AM-AuNPs 5,66 1,95 6,18 86,21 

 Erro (%) (±) 

HTCC-AM-AuNPs ±0,47 ±1,02 ±0,44 ±1,12 

     

 Percentual, em átomos (%) 

 C-K N-K O-K Au-M 

HTCC-AM-AuNPs 32,85    

 Erro (%) (±) 

HTCC-AM-AuNPs ±2,72 ±5,10 ±1,94 ±0,40 

 

 Além das caracterizações supracitadas, as propriedades fotofísicas do AM livre e 

conjugado ao HTCC-AM-AuNPs foram analisadas, a partir de seus espectros de emissão de 

fluorescência. Como pode-se observar na Figura 25a, ao ser incorporado no conjugado, o AM 

apresenta uma intensa redução de sua emissão de fluorescência, em relação a sua forma livre 

(AM livre em água e em etanol). Os comprimentos de onda máximos de absorção (abs,max) e 

de emissão (emi,max) foram utilizados para calcular o deslocamento de Stokes (), através da 

Equação 16, e os resultados estão dispostos na Tabela 3. Um pequeno  foi observado para o 
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HTCC-AM-AuNPs em relação ao AM livre, e isto pode ser associado ao microambiente 

diferente em que o AM se encontra quando incorporado às nanopartículas, estando recoberto 

por cadeias poliméricas.    

 A partir dos espectros de luz visível e de emissão também foi possível determinar os 

rendimentos quânticos de fluorescência (F). É interessante salientar que os cálculos foram 

realizados através da Equação 15 e o valor de F de referência empregado é o do AM em etanol 

(0,52). Para o AM livre em água, o F encontrado foi de 0,27, enquanto o AM incorporado ao 

conjugado HTCC-AM-AuNPs apresentou F abaixo de 0,01. Em parte, esta brusca redução 

pode estar associada à reabsorção interna de luz pelas AuNPs (Figura 25b), ou seja, uma parte 

da luz incidente emitida pela fonte no momento da excitação estaria sendo absorvida pelas 

nanopartículas. Além disso, uma vez que o AM foi conjugado às AuNPs, mudanças nos 

caminhos de desativação do estado excitado podem ser consideradas, como a redução das 

transições S1 → S0 por emissão de fluorescência. A redução de um processo de desativação 

pode levar ao favorecimento de outro(s), como, por exemplo, o cruzamento intersitema, que 

favorece as reações no estado tripleto, desejável para aplicações fotodinâmicas. 

 

Tabela 3 – Deslocamentos de Stokes (, cm-1) para o AM livre em etanol e em água e para o 

AM conjugado ao HTCC-AM-AuNPs.  

Amostra Solvente abs,max emi,max  (cm-1) 

AM 
Etanol 655 674 430,4 

Água 665 685 439,0 

HTCC-AM-AuNPs Água 665 681 353,3 
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Figura 25 - (a) Espectros de emissão de fluorescência do AM livre em etanol e em água, e do 

AM conjugado ao HTCC-AM-AuNPs, a 25 ºC, comprimento de onda de excitação (exc) de 

600 nm, fenda 10 nm, [AM] em etanol = 9,6710-7 mol L-1; [AM] em água e no HTCC-AM-

AuNPs = 5,4210-6 mol L-1. (b) Comparação entre a absorção visível das AuNPs e a emissão 

de fluorescência do AM no conjugado HTCC-AM-AuNPs. 

650 700 750 800 850 900

0

200

400

600

800

681

674

In
te

n
s
id

a
d
e
 d

e
 e

m
is

s
ã
o

Comprimento de onda (nm)

 HTCC-AM-AuNPs em água

 AM em água

 AM em etanol

685
(a)

 

600 650 700 750 800 850 900

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6  Absorção AuNPs

 Emissão de fluorescência do AM conjugado ao HTCC-AM-AuNPs

Comprimento de onda (nm)

A
b
s
o
rb

â
n
c
ia

 (
u
.a

.)

(b)

0

100

200

In
te

n
s
id

a
d
e
 d

e
 e

m
is

s
ã
o
 (

u
.a

.)

 

 

 

 



Tese de Doutorado   78 

 
 
 

2.7.3 Análise de lente térmica (LT) 

 

As AuNPs foram aplicadas na construção do conjugado HTCC-AM-AuNPs para além 

de servirem como base para o carregamento de AM, uma vez que o efeito de Ressonância de 

Plasmon de Superfície Localizado (RPSL) - único das nanopartículas metálicas - pode ser 

aproveitado para promover a elevação da temperatura de seu ambiente local, na medida em que 

sua superfície é atingida por radiação absorvível, possibilitando sua aplicação fototérmica.[140] 

Para avaliar a capacidade de produção de calor das AuNPs conjugadas ao sistema HTCC-AM-

AuNPs, a análise de Lente Térmica (LT) foi realizada. Os transientes de LT para o HTCC-AM-

AuNPs em diferentes potências de excitação podem ser vistos na Figura 26a (transientes 

similares também foram obtidos para água pura). No experimento de LT, usam-se diferentes 

potências de excitação para garantir, assim como prevê o modelo teórico, uma dependência 

linear da amplitude com a potência. Quando se empregam potências muito grandes, efeitos não 

lineares podem afetar a análise impossibilitando a aplicação do modelo teórico. O ajuste do 

modelo é representado pela linha contínua, e nos permite obter a difusividade térmica (D) e o 

parâmetro th (este é um fator que se correlaciona com um conjunto de parâmetros físicos 

proporcionais à amplitude do transiente de LT) (veja na Figura 26b). 

Aqui, assume-se que as propriedades do sistema HTCC-AM-AuNPs em água são 

muito similares às da água pura, já que no experimento de LT uma pequena concentração da 

amostra de HTCC-AM-AuNs foi utilizada, mudando apenas o coeficiente de absorção ótica () 

e a amplitude do sinal de LT relacionada ao rendimento do coeficiente de calor (). O 

rendimento de calor dá a fração de energia absorvida que é convertida em calor. Sendo assim, 

a razão entre AuNPs/água = (AuNPs AuNPs/água água). Usando os valores estimados de absorção 

ótica para a amostra de HTCC-AM-AuNPs a partir da absorbância em função da concentração 

da amostra, os valores de absorção ótica da água em 530 nm retirados da literatura[141], e o 

água = 1, verificou-se que aproximadamente 25% da energia absorvida é convertida em calor. 
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Figura 26 – (a) Transientes de LT para a amostra de HTCC-AM-AuNPs em diferentes potências 

de excitação (20, 30, 38, 49 mW); (b) Parâmetro th versus potência de excitação do laser. 
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2.7.4 Produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e oxigênio singleto (1O2) 

 

O AM foi o FS escolhido para compor o sistema HTCC-AM-AuNPs. Em sua forma 

livre, o AM já é amplamente reportado na literatura por ser capaz de gerar espécies reativas de 

oxigênio (EROs), aplicável em TFD.[99], [142], [143] 

Para averiguar o potencial do conjugado sintetizado, HTCC-AM-AuNPs, em aplicações 

fotodinâmicas, investigou-se a capacidade do AM em gerar EROs e 1O2, antes e após sua 

conjugação ao HTCC-AM-AuNPs, mediante aplicação de luz. Para a determinação destas 

espécies, uma alternativa é a utilização de agentes supressores, que nada mais são do que sondas 

químicas que reagem com as EROs e 1O2 gerados, sofrendo oxidação durante a iluminação do 

FS.[144] Nesta análise, o ácido úrico (AU) foi empregado como sonda para quantificação de 

EROs/1O2, pelo método descrito por Fischer et al (1998), empregando-se uma luz 

monocromática como fonte de irradiação de uma solução aquosa contendo o FS e o AU, e 

medindo-se a quantidade de AU que reagiu em um determinado tempo por meio de 

espectrofotometria de UV-Vis.[145] A redução da absorbância do AU em 285 nm foi o 

parâmetro utilizado para avaliar a atividade fotodinâmica do conjugado.[146]  

Os espectros de absorção UV-Vis do AM livre e do HTCC-AM-AuNPs em solução 

aquosa de AU podem ser observados na Figura 27, durante os primeiros 30 min de iluminação 

com um laser vermelho. O laser possui comprimento de onda máximo de emissão em 660 nm, 

muito próximo ao comprimento de onda máximo de emissão (emi) do AM (665), fazendo com 

que o FS seja a principal espécie a absorver a radiação. Para o AM livre (Figura 27a), a cinética 

de degradação do AU (285 nm) foi ajustada para um modelo cinético com duas etapas 

consecutivas de primeira ordem, havendo a formação de uma espécie intermediária, observada 

em 332nm, nos primeiros min da iluminação, que logo é degradada (inserto na Figura 27a). 

Constantes de velocidade k similares foram obtidas em ambos os casos, e estão descritas na 

Tabela 4. O perfil cinético de degradação do AU observado para o conjugado HTCC-AM-

AuNPs (Figura 27b) foi diferente daquele do AM livre, sendo ajustado a um modelo de primeira 

ordem. Nesse, também se observou a formação do intermediário (320 nm), que também foi 

acompanhada pelo modelo de primeira ordem (inserto na Figura 27b). Através dos dados da 

Tabela 4, podemos comparar as constantes de velocidade de degradação do AU para ambos os 

sistemas, onde é possível observar um ligeiro decréscimo de k1 no conjugado HTCC-AM-

AuNPs em comparação com AM livre, enquanto os valores de k2 mantiveram-se similares em 
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ambas as amostras. Este é um resultado importante, uma vez que mostra que, mesmo após a 

incorporação do AM ao sistema nanoparticulado, a geração de EROs continua acontecendo.  

 

Figura 27 – Espectros de absorção UV-Vis do AU (7,810-5 mol L-1), sob iluminação (emi = 

660 nm, 100 mW cm-2), na presença de AM livre em água(a) e de HTCC-AM-AuNPs (b), [AM] 

= 210-6 mol L-1, a 25 ºC. As setas indicam a redução da absorbância do AU (285 nm) à medida 

em que o processo de irradiação acontece. As imagens inseridas mostram, em destaque, a 

variação da absorbância do AU em 285, 332 ou 330 nm, em função do tempo. 
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Além disso, é possível observar uma menor degradação do AM quando incorporado ao 

conjugado (Figura 27b, praticamente não ocorre redução da absorbância em 665 nm durante 

toda a iluminação). Para quantificar o efeito de fotodegradação do AM, as constantes de 

velocidade de fotodegradação (ou fotobranqueamento), kFB, foram determinadas, e observou-

se que kFB para o conjugado HTCC-AM-AuNPs se apresentou ligeiramente menor do que kFB 

do AM livre, indicando que a camada polimérica que reveste o conjugado pode agir como uma 

barreira protetiva, atuando na proteção do FS contra processos de fotobranqueamento. 

Entretanto, com o decréscimo na capacidade de geração de EROs, que são responsáveis pela 

ação fotodinâmica em TFD, uma intensa redução da ação fotodinâmica do AM encapsulado ao 

sistema HTCC-AM-AuNPs é esperada. 

 

Tabela 4 – Constantes de velocidade k para a degradação do AU (k1 e k2) e constantes de 

velocidade de fotobranqueamento (kFB), em solução aquosa a 25 ºC. As medidas foram 

realizadas na ausência e na presença de supressores. 

Supressor k (10-2 min-1) AM livre HTCC-AM-AuNPs 

 

-a 

k1  125±10 (146±9)* -- (72±17)* 

k2  8,73±0.70 (7,8±1.1)* 7,01±0,70 

kFB  3,01±0,59 1,83±0,51 

 

Azidab 

k1  20,7±2,9 -- 

k2  1,29±0,01 -- 

kFB  3,31±0,12 1.77±0.33 

 k1  74±17 57,9±21,2 

DMSOc k2  6,93±0,01 0,73±0,12 

 kFB  1,04±0,01 0,23±0,05 

* Os valores entre parênteses foram determinados a partir das absorbâncias da espécie 

intermediária citada – em 332 nm para o AM livre e em 320 nm para o AM conjugado ao 

HTCC-AM-AuNPs. 

a Sem supressor. b Na presença de azida de sódio (2 mol L-1). c Na presença de DMSO 10%. 

 

 Para descartar possíveis interferências nas constantes de velocidade calculadas para o 

AM no sistema conjugado, investigou-se também se as AuNPs livres poderiam ser capazes de 

gerar EROs quando irradiadas com luz vermelha (660 nm, 100 mW cm-2) ou verde (530 nm, 

100 mW cm-2). A luz verde foi aplicada pois seu emi coincide com o abs máximo das AuNPs. 
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Nestes experimentos controle, o mesmo protocolo foi seguido, e os espectros contidos na Figura 

28 revelaram que a absorbância do AU, em 285 nm, permaneceu constante durante toda a 

iluminação, com ambos os lasers, provando que as AuNPs não são capazes de produzir EROs. 

 

Figura 28 – Espectros de UV-Vis do AU (7,810-5 mol L-1) na presença de AuNPs livres, sob 

irradiação com um (a) laser vermelho (emi
 = 660 nm) e (b) laser verde (emi

 = 530 nm). [AuNPs] 

= 110-10 mol L-1. 
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 Visando identificar as EROs geradas por HTCC-AM-AuNPs, realizou-se a degradação 

do AU na presença de agentes supressores específicos, sendo eles: (i) azida de sódio e (ii) 

DMSO. A azida de sódio é um substrato conhecido, muito utilizado na supressão de oxigênio 

singlete (1O2)[147], enquanto que o DMSO é um bom agente supressor do radical hidroxia 
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(•OH)[148], que é um dos principais radicais gerados pelo AM, assim como reportado na 

literatura.[149] Os resultados estão dispostos na Tabela 4. Assim como pode-se perceber, para 

o AM livre as constantes de velocidade k1 e k2 diminuíram bruscamente na presença de azida 

de sódio, mas não tiveram um decréscimo muito acentuado na presença de DMSO. Estas k 

indicam que o processo de fotodegradação do AU é fortemente dependente da geração de 1O2 

no meio. Ainda que não tenha sido possível observar a degradação do AU na amostra de HTCC-

AM-AuNPs, a mesma tendência foi observada. Na direção contrária, ao analisar a principal 

espécie responsável pelo processo de fotobranqueamento do AM, percebemos que o processo 

é dependente da participação de radiciais livres de •OH, uma vez que na presença de azida de 

sódio, as kFB permaneceram praticamente inalteradas, porém na presença de DMSO as kFB 

sofreram redução notável. A mesma tendência foi observada para AM livre e HTCC-AM-

AuNPs. 

 As medidas de Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica confirmaram 

a formação dos radicais •OH, empregando DMPO como capturador de radicais. Foram 

analisadas as seguintes amostras: AM livre em água, HTCC-AM-AuNPs e o grupo controle 

HTCC-AuNPs. Após 3 min de irradiação (660 nm, 100 mW cm-2) os espectros da Figura 29 

foram coletados, mostrando que o grupo controle HTCC-AuNPs não foi capaz de gerar EROs, 

conforme esperado. Todavia, na amostra contendo AM livre, um sinal intenso foi observado, 

na razão 1:2:2:1. Ao se fazer a simulação deste espectro (Figura 30), os parâmetros encontrados 

foram de aN = 14,9437 e aH = 14,6276 G, que estão de acordo com a presença de radical 

hidroxia. Na análise da amostra HTCC-AM-AuNPs, a mesma tendência foi observada, 

apresentando, porém, uma menor intensidade dos sinais associados ao •OH, sugerindo então 

que, no conjugado, ele é formado em menor quantidade, estando em acordo com os estudos 

cinéticos dispostos acima. 
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Figura 29 – Espectros de RPE obtidos para as soluções contendo (em cima) DMPO + HTCC-

AuNPs; (meio) DMPO + AM livre e (embaixo) DMPO + HTCC-AM-AuNPs, após 3 min de 

iluminação. 

 

 

Figura 30 – Espectro RPE experimental (linha preta) e simulado (linha vermelha), para a 

amostra DMPO + AM livre, irradiado por 3 min. Parâmetros de simulação: aN = 14.9437 G; 

aH = 14.6276 G.  
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2.7.5 Testes biológicos: avaliação de terapia fototérmica e fotodinâmica in vitro 

 

Após todas as caracterizações realizadas para o conjugado HTCC-AM-AuNPs terem 

revelado sua capacidade de elevação da temperatura local e de produção de EROs, avaliou-se 

seu potencial em causar citotoxicidade in vitro contra células de câncer de mama do tipo MDA-

MB231, tanto no escuro quanto na presença de luz. Para visualização da densidade celular após 

a realização dos testes, foi empregado o ensaio colorimétrico da Sulforodamina B, teste este 

que é um indicativo sensível da citotoxicidade induzida por fármacos/FS.[150] 

Para os testes, foram empregados três grupos controle, para contabilizar possíveis 

contribuintes citotóxicos isolados, sendo eles: as nanopartículas de ouro livres em solução 

aquosa (AuNPs); azul de metileno livre em solução aquosa (AM) e as nanopartículas de ouro 

revestidas com o polímero HTCC em solução aquosa (HTCC-AuNPs). As amostras foram 

incubadas com as células de câncer MDA-MB231 por 48 h, em diferentes concentrações. Para 

as amostras contendo AM – HTCC-AM-AuNPs e AM livre – as concentrações de AM nos 

poços foram de 0,5; 1,0 e 2,5 mol L-1, enquanto para as amostras contendo AuNPs – AuNPs 

livres e HTCC-AuNPs – as concentrações de AuNPs variaram entre 6,7510-10; 2,710-10 e 

1,3510-10 mol L-1.  

No escuro, com exceção do AM livre, as amostras apresentaram baixa toxicidade 

contra as células, assim como pode-se observar na Figura 31 – que traz imagens da densidade 

celular ao final dos testes, de forma qualitativa – e na Figura 32a, de forma quantitativa. Na 

Figura 31, pode-se perceber que os poços tratados no escuro se encontram preenchidos de 

células após a realização do ensaio, uma vez que a coloração rosa indica um baixo percentual 

de morte celular. Da Figura 32a, ressalta-se que, para a maior concentração de AM (2,5 mol 

L-1), a densidade celular registrada foi pouco inferior a 65 % para o AM livre, e 

aproximadamente 85% para o conjugado HTCC-AM-AuNPs, quando comparados às células 

controle (100%). A partir destes dados, pode-se perceber que a incorporação do AM na camada 

polimérica de HTCC auxiliou na redução de sua toxicidade no escuro, o que é extremamente 

importante considerando futuras aplicações in vivo em TFD e TFT. Muito estudos publicados 

na literatura já reportaram a toxicidade no escuro de diversos FS, inclusive do AM, 

principalmente em doses altas (acima de 20 mol L-1)[151]. Entretanto, os resultados também 

indicam que 1O2 e EROs (espécies formadas perante iluminação) não estão envolvidas nos 
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processos de destruição das células, neste caso.[152] Para os grupos controle nanopartícula de 

ouro livre (AuNPs) e recoberta com polímero (HTCC-AuNPs) não foi observado efeito 

citotóxico no escuro (Figura 32a). 

Para as células tratadas com luz (30 min, luz branca, 55,3 J cm-2), o conjugado HTCC-

AM-AuNPs se mostrou altamente citotóxico, reduzindo a densidade celular a 10% (Figura 32b) 

na menor concentração aplicada (0,5 mol L-1), o que é possível observar nos poços sem 

coloração da Figura 31. Este resultado mostra que o conjugado foi eficaz em promover a morte 

celular mesmo em baixas concentrações. É interessante perceber que o AM livre apresentou 

eficácia citotóxica in vitro similar à do conjugado (Figura 32b). Em adição, os controles de 

AuNPs livres e HTCC-AuNPs não apresentaram citotoxicidade na presença de luz. A 

incorporação do AM às AuNPs recobertas com HTCC modificou suas propriedades fotofísicas 

e fotoquímicas, havendo um decréscimo acentuado em sua emissão de fluorescência, bem como 

uma ligeira redução de reatividade em reações modelo, como fora discutido nas sessões 

antecedentes. Apesar disso, apresentou forte efeito na redução da densidade das células de 

câncer, em ligeira maior proporção em comparação ao efeito causado pelo AM livre, o que 

indica que, no conjugado, houve o efeito combinado de TFD e TFT. Além disso, o conjugado 

favoreceu a estabilização do AM. 

Os resultados dos testes biológicos evidenciaram que, apesar do efeito fototerapêutico 

do conjugado HTCC-AM-AuNPs ser muito próximo ao do AM livre, o conjugado demonstrou 

efeito sinérgico de TFD e FTF, com excelente capacidade de causar morte de células de câncer 

in vitro. 
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Figura 31 – Células de câncer de mama MDA-MB231 plaqueadas nos poços, após ensaio de 

citotoxicidade in vitro com HTCC-AM-AuNPs e os grupos controle AM livre, AuNPs livres e 

HTCC-AuNPs. Em cima: amostras tratadas no escuro; Embaixo: amostras tratadas com luz (30 

min, sistema de LED com luz branca, 55,3 J cm-2) 
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Figura 32 – Ensaio de citotoxicidade celular pelo método colorimétrico de SRB, comparando o 

efeito dos grupos controle AM livre, AuNPs livres e HTCC-AuNPs e do conjugado HTCC-

AM-AuNPs contra células de câncer de mama MDA-MB231, (a) no escuro e (b) com 

iluminação (30 min, 55,3 J cm-2). Os gráficos mostram a percentagem de células que 

sobreviveram ao tratamento, em diferentes concentrações das amostras. 

 

2-way ANOVA Tukey para comparações múltiplas e valores de p ajustados. 

*diferente do controle não tratado.  

# diferente do controle não tratado e de todos os outros tratamentos na mesma concentração. & diferente de todos 

os outros tratamentos e AM sem fototerapia na mesma concentração. 
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 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

 A síntese do conjugado HTCC-AM-AuNPs se deu através de interações eletrostáticas, 

em que AuNPs, recobertas com citrato e, portanto, aniônicas, foram funcionalizadas com o FS 

catiônico AM e revestidas com o polímero catiônico HTCC. Abaixo estão listadas as principais 

propriedades apresentadas pelo conjugado: 

• Tamanho hidrodinâmico igual a 47,6 nm e tamanho médio obtido por microscopia 

eletrônica de aproximadamente 150 nm; 

• Potencial Zeta positivo, de +26,6 mV; 

• Morfologia esférica da nanopartícula; 

• Capacidade de conversão de 25% da energia absorvida (luz) em calor; 

• Capacidade de produção de EROs e de 1O2, havendo uma maior participação do radical 

hidroxia •OH (cuja formação foi confirmada por RPE) nos processos de 

fotobranqueamento do AM, e maior contribuição do 1O2 na degradação do AU; 

• Fotoproteção ao AM fornecida pelo conjugado, graças à camada polimérica de HTCC; 

• Redução significativa da toxicidade no escuro do AM contra células de câncer de mama 

in vitro, fator associado ao recobrimento polimérico; 

• Capacidade de inativar cerca de 90% das células de câncer de mama MDA-MB231 in 

vitro, em uma única aplicação, com 30 min de iluminação de luz branca (55,3 J cm-2). 

 

A fotoproteção apresentada pelo AM quando incorporado ao conjugado HTCC-AM-

AuNPs é de extrema importância para futuras aplicações in vivo, considerando que, se o FS 

sofre uma rápida fotodegradação à medida em que é iluminado, durante a aplicação do 

tratamento, sua concentração pode se reduzir a um ponto em que não seja capaz de gerar 

citotoxicidade suficiente para gerar o fotodano às células alvo, prejudicando a eficácia do 

tratamento. 

O conjugado HTCC-AM-AuNPs foi eficaz na inativação de células de câncer de mama 

in vitro, apresentando resultado superior a todos os grupos controles testados, indicando que a 

soma entre os componentes fotoativos do sistema (AuNPs e AM) proporcionou efeito sinérgico 

resultante da combinação entre TFT e TFD, almejados inicialmente. 
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 PARTE II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

COMPLEXO POLIELETROLÍTICO CARREGADO COM FTALOCIANINA 

DE ZINCO (II) DIRECIONADO COM BIOTINA COMO ALTERNATIVA PARA 

TERAPIA FOTODINÂMICA 
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 INTRODUÇÃO 

 

Quando falamos em FS com eficácia comprovada em TFD, a família das Ftalocianinas 

(Figura 33a) compõe um conjunto de moléculas que compreende as características desejáveis 

para aplicação fotodinâmica. Compostas por heterociclos aromáticos unidos a partir de pontes 

de nitrogênio que conectam quatro unidades isoindol, estas oferecem alta estabilidade química, 

baixa citotoxicidade no escuro e alto rendimento quântico de geração de EROs, além de forte 

absorção de luz na região de 630 nm.[153] As ftalocianinas podem coordenar-se à diferentes 

metais, como zinco, magnésio, alumínio e silício, de forma que suas propriedades fotoquímicas 

são significativamente alteradas na presença dos diferentes metais. A ftalocianina de zinco II 

(ZnPc – Figura 33b) tem sido empregada em diferentes estudos fotodinâmicos, uma vez que a 

coordenação ao íon zinco(II), Zn+2, íon paramagnético, confere à ela um maior rendimento 

quântico de estado tripleto (T), elevando sua capacidade de produção de EROs (exemplo, para 

ftalocianina não metalada (Pc) em DMF, T = 0,24; para ZnPc em tolueno/1% piridina T = 0,58 

[672 nm]) .[154] A ZnPc pertence à família das metaloftalocianinas, classe de compostos que 

possui reportes na literatura como promissora para o tratamento de alguns cânceres metásticos, 

conforme discutido na Seção 1.[53] 

 

Figura 33 – (a) Estrutura geral das ftalocianinas (esquerda); (b) Estrutura da ftalocianina de 

zinco. 

 

 

Apesar das numerosas vantagens que a ZnPc oferece, ela apresenta uma limitação 

específica que compromete sua aplicação, que é a baixa solubilidade em água e na maioria dos 
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solventes orgânicos. Quando aplicada em sua forma livre em solução, a ZnPc forma auto 

agregados que reduzem drasticamente sua capacidade de produção de EROs/1O2, uma vez que 

a ação fotoquímica de um FS depende essencialmente da presença de espécies 

monoméricas.[155] Uma estratégia para aumentar a solubilidade desta molécula consiste na 

inserção de substituintes ao anel, que resultem em uma molécula com maior momento de 

dipolo. Todavia, tais reações já demonstraram ser dispendiosas, além de levarem à formação, 

em alguns casos, de isômeros cuja separação e purificação é dificultosa.[156] Além disso, 

alterações estruturais podem afetar o comportamento fotoquímico da molécula, e, em uma 

desfavorável hipótese, reduzir sua capacidade de produção de EROs.[157] Para evitar esses 

possíveis efeitos os sistemas de entrega nanoestruturados entram como uma ferramenta 

valorosa, capazes de encapsular o FS hidrofóbico e permitir sua aplicação na forma de 

monômero, sem implicar em alterações estruturais abruptas. A ZnPc já foi encapsulada em 

nanopartículas obtidas a partir do copolímero poli(ácido lático-co-ácido glicólico), PLGA, para 

fins de aplicação em TFD, não apresentando alterações em seu comportamento fotofísico pós 

encapsulamento.[158] Assim como este, muitos outros estudos já empregaram micelas[159], 

nanocapsulas poliméricas[160], lipossomas[161], entre outros sistemas nanoestruturados para 

o encapsulamento de ZnPc. 

Os complexos polieletrolíticos (CPEs) são um tipo de sistema nanoestruturado cujo 

potencial para aplicação na incorporação e entrega de FS tem sido investigada. Eles são 

formados a partir da interação eletrostática entre polieletrólitos de cargas opostas, em um 

processo espontâneo após a mistura de soluções aquosas contendo policátions e poliânions. 

Interações inter-macromoleculares também podem estar envolvidas na formação destes 

complexos, como, por exemplo, ligações de hidrogênio, interações dipolo-dipolo, forças de van 

der Waals e interações hidrofóbicas, dispensando o uso de agentes reticulantes.[162] Segundo 

Lankalapalli e Kolapalli1 (2009), a formação dos CPEs envolve, em termos gerais, três etapas 

consecutivas (Figura 34). Na primeira etapa ocorre a formação de um complexo primário de 

organização aleatória, montado a partir de forças de Coulomb. A segunda etapa envolve as 

interações intracomplexo, que levam a interações eletrostáticas e ajuste na distorção das cadeias 

poliméricas, contribuindo para uma maior ordenação. Por fim, ocorre a agregação 

intercomplexos, que ocorre principalmente através de interações hidrofóbicas.[163] Em geral, 

os CPEs apresentam boa biocompatibilidade e estabilidade. Muitos fatores podem modular a 

formação e estabilidade destes agregados, dentre eles: o grau de ionização dos polieletrólitos 
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envolvidos, a sua concentração, proporção, massa molar, distribuição de cargas sobre a cadeia 

polimérica, flexibilidade, pH, força iônica e temperatura do meio.[162] Neste sentido, para a 

Parte II desta Tese os CPEs foram propostos como sistema de encapsulamento para a ZnPc. 

 

Figura 34 – Etapas de formação de um CPE. 

 

Fonte: Adaptado de Lankalapalli e Kolapalli (2009).[163] 

 

 Conforme mencionado, a obtenção de um CPE envolve a aplicação de polímeros 

contendo em sua estrutura cargas opostas. No decorrer desta Tese, por vezes evidenciou-se o 

potencial da quitosana na construção de sistemas de entrega para aplicações biológicas. Mais 

uma vez, propõe-se a aplicação de um de seus derivados, a N,N,N-Trimetil quitosana (TMC), 

para a síntese de um CPE. A TMC (Figura 10, seção 1.2.1) é um derivado catiônico da 

quitosana, resultante da trimetilação do grupo amina dos monômeros desacetilados, que confere 

ao polímero uma carga positiva fixa não dependente do pH. Neste sentido, a TMC possui 

potencial para ser aplicada como um polieletrólito catiônico, onde se propõe que seus grupos 

amino quaternários (+) podem interagir com grupos aniônicos de um polímero secundário 

(grupos carboxilato, por exemplo), levando a formação do complexo.[164] Um estudo de 
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Martins e colaboradores (2011) demonstrou a capacidade da TMC em formar CPEs junto à 

heparina, que se provaram mais estáveis quando obtidos em pHs mais elevados, em que as 

estruturas de equilíbrio ácido/base dos polímeros envolvidos proporcionaram interações 

eletrostáticas mais intensas.[165] A TMC também já foi aplicada na síntese de CPEs para 

entrega de vacinas de subunidades peptídicas.[166]   

 Para compor o complexo, restou definir o polieletrólito aniônico. O polímero poliácido 

acrílico funcionalizado com grupos imidazóis (PAIm) foi sintetizado e caracterizado por nosso 

grupo de pesquisa, assim como reportado na literatura por Giusti et al. (2014).[167] Este 

polímero contém em sua estrutura, grupos imidazol e carboxilato proporções iguais (1:1). O 

PAIm possui diferentes estruturas iônicas predominantes que dependem do pH do meio em que 

se encontra, assim como é descrito na Figura 35. Isso significa que ele pode ser empregado 

como um polieletrólito aniônico em determinados pHs. 

 

Figura 35 – Equilíbrios ácido-base e estruturas iônicas do polímero PAIm, de acordo com seus 

pKas. 

 

Fonte: Adaptado de Giusti (2014)[167] 

 

 Quando sistemas de entrega são planejados para a aplicação futura no tratamento de 

câncer, é ideal que eles sejam seletivos às células alvo, para que os efeitos colaterais associados 
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às células saudáveis do organismo sejam minimizados. Uma estratégia para aumentar a 

especificidade consiste em sintetizar sistemas de tamanho pequeno (<500 nm), que possam 

beneficiar-se do mecanismo de acúmulo passivo proporcionado pelo Efeito de Retenção e 

Permeabilidade Aumentada, estratégia empregada na Parte I desta Tese. Para elevar ainda mais 

a especificidade, pode-se combinar o mecanismo de acúmulo passivo com o mecanismo ativo, 

que se baseia no reconhecimento molecular. Para tanto, um dos polímeros empregados na 

produção do CPE é funcionalizado com um ligante específico, capaz de reconhecer seu receptor 

(biomarcador) presente nas células. Normalmente, as células de câncer estão repletas de 

receptores que não são encontrados em células saudáveis, devido à alta demanda de 

nutrientes.[168] A interação entre ligante e receptor facilita a entrega seletiva do FS através de 

endocitose. Por exemplo, a biotina (Figura 36), também conhecida como vitamina H, é um 

agente de crescimento em nível celular, sendo entregue principalmente às células cuja taxa de 

multiplicação é alta, como as células de câncer. Estudos recentes mostraram que seus receptores 

estão superexpressos em muitos tipos de células cancerosas em uma maior quantidade do que 

os receptores de outras vitaminas como folato e vitamina B12. Dentre as linhagens celulares 

que possuem alta expressão de receptores de biotina, podemos citar: linhagem de câncer de 

cólon (Colo-26); de câncer de pulmão (M109); de câncer de rins (RENCA, RD0995), de câncer 

de ovário (Ov2008, ID8), de leucemia (L1210FR), entre outras.[169] Por esta razão, neste 

trabalho optou-se por empregar a biotina como agente direcionador para o CPE sintetizado. O 

grupo funcional ácido carboxílico presente na estrutura da biotina (na forma de ácido 

pentanóico – Figura 36) pode ser utilizado para conjugar a biotina à diferentes moléculas, 

permitindo a funcionalização da superfície do CPE com biotina. Este processo pode ser feito 

através da funcionalização individual de um dos polieletrólitos constituintes do sistema, antes 

de sua conjugação.[66] A biotina pode reagir com o grupo funcional amina presente na estrutura 

da TMC, levando à formação de uma ligação amida, o que proporcionará a funcionalização do 

polímero.  
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Figura 36 – Estrutura da biotina. 

 

  

Essa estratégia foi empregada por Balan et al. (2016), em um estudo no qual os 

pesquisadores funcionalizaram com biotina a N-palmitol quitosana, empregando 

posteriormente o polímero como sistema automontável de entrega de docetaxel, fármaco 

empregado no tratamento de câncer de mama. O sistema resultou em nanopartículas 

praticamente esféricas, com tamanho variando de 300 a 400 nm e carga superficial positiva, 

apresentando-se como uma alternativa interessante para o encapsulamento do 

medicamento.[170] Em 2017, Cheng e colaboradores propuseram a síntese de uma quitosana 

biotinilada para a confecção de nanopartículas com DNA plasmidial, em proporção 1:1 e pH 

5,5, resultando em uma nanopartícula de carga superficial positiva e tamanho de 

aproximadamente 83 nm, que apresentou efeitos de direcionamento ativo para câncer de fígado 

nos testes in vitro e in vivo, promovendo a inibição da proliferação de células cancerosas.[171] 

Mais recentemente, em 2022, Guo et al. biotinilizaram a TMC, formando a então denominada 

Bio-TMC, empregando-a na síntese de um CPE em conjunto com tripolifosfato de sódio e 

ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP-55). O complexo foi empregado no encapsulamento 

de Exenatida (medicamento de controle glicêmico) e mostrou ser um promissor sistema de 

entrega.[172] Na literatura, uma sequência considerável de artigos emprega o derivado de 

quitosana, TMC biotinilada na construção de sistemas nanoestruturados para a entrega de 

fármacos de uso em quimioterapia e no tratamento de outras doenças[173], mas não se 

encontram estudos que apliquem este sistema para o encapsulamento de FS e emprego em 

fototerapias, o que abre um leque de possibilidades de estudo. 
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 OBJETIVOS 

 

O objetivo geral da Parte II desta Tese de doutorado baseou-se no preparo, 

caracterização e aplicação biológica in vitro de um complexo polieltrolítico (CPE), sintetizado 

para o encapsulamento do FS ZnPc, para aplicação em TFD. O CPE é denominado PAIm-12-

ZnPc-BioTMC, contendo os seguintes componentes: 

• PAIm-12: Poli (ácido acrílico) funcionalizado por grupos imidazóis, ligados por 

ligações amidas, que posteriormente foi alquilado com 1-bromo dodecano, visando 

aumento de cadeia carbônica; 

• ZnPc: Ftalocianina de zinco, FS aplicável em TFD, insolúvel em água, solúvel em 

dimetilformamida (DMF); 

• Bio-TMC: N,N,N-trimetil quitosana, funcionalizada com biotina. 

 

Para tanto, os seguintes objetivos específicos foram delimitados: 

➢ Caracterizar o FS ZnPc quanto a seus perfis de absorção de luz UV-Vis e de emissão de 

fluorescência;   

➢ Sintetizar o derivado quaternário da quitosana, cloreto de N,N,N-trimetil quitosana 

(TMC) a partir da quitosana, purificá-lo por meio de diálise e liofilizá-lo; 

➢ Caracterizar a TMC a partir de análises de RMN 1H, titulação potenciométrica, análise 

elementar e infravermelho, e determinar o percentual de unidades desacetiladas que 

sofreram alquilação, mensurando seu grau de quaternização (GQ) e grau de dimetilação 

(GDM); 

➢ Funcionalizar a TMC com biotina (BioTMC), através de uma reação de amidação, 

caracterizá-la através de RMN 1H e FT-IR; 

➢ Alquilar o polímero PAIm com 1-bromo dodecano (PAIm-12), caracterizar ambos a 

partir de RMN de 1H, infravermelho e titulação potenciométrica; 

➢ Determinar as concentrações agregacionais críticas (cac) do PAIm e do PAIm-12; 

➢ Analisar o pH ideal para a síntese do CPE a partir dos pKas obtidos experimentalmente 

e equilíbrios ácido-base dos polímeros envolvidos; 

➢ Sintetizar o CPE PAIm-12-ZnPc-BioTMC em pH 5,5, empregando interações 

eletrostáticas como força motriz; 
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➢ Caracterizar os componentes do CPE individualmente em pH 5,5 por FT-IR, afim de 

averiguar possíveis alterações que indiquem formação de complexo; 

➢ Caracterizar o intermediário PAIm-12-ZnPc e o CPE quanto ao seu tamanho 

hidrodinâmico e potencial Zeta; 

➢ Caracterizar o CPE quanto a seus perfis de absorção UV-Vis e de emissão de 

fluorescência e tempo de meia vida de emissão de fluorescência; 

➢ Investigar a capacidade da ZnPc livre e encapsulada no CPE em formar 1O2, 

empregando ABDA como sonda, na presença de luz (laser vermelho, 660 nm, 100 mW 

cm-2); 

➢ Investigar a formação de EROs/1O2, pela ZnPc livre e encapsulada no CPE na presença 

de um supressor de 1O2 (azida de sódio) e um supressor de •OH (DMSO), empregando 

luz (laser vermelho, 660 nm, 100 mW cm-2); 

➢ Avaliar a fotoestabilidade da ZnPc livre (em água e em etanol) e encapsulada no CPE, 

empregando como fonte de luz um laser vermelho (660 nm, 100 mW cm-2); 

➢ Averiguar a citotoxicidade in vitro da ZnPc livre e do CPE contra células de melanoma 

B16F10, no escuro e na presença de luz. 
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 PARTE EXPERIMENTAL 

 

O Fluxograma 2 declara o passo a passo metodológico aplicado na síntese, 

caracterização e aplicação do sistema proposto na Parte II. 

 

Fluxograma 2 – Metodologias aplicadas na Parte II. 
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 MATERIAIS 

 

Todas as soluções aquosas utilizadas na parte experimental II desta Tese de Doutorado 

foram preparadas utilizando água ultrapura Milli-Q (resistividade > 18 M cm). 

A Quitosana comercial de baixa massa molar (MM = 50000 – 190000 Da, grau de 

desacetilação de 74%; CAS: 9012-76-4) e o hidróxido de sódio (NaOH, MM = 39,99 g mol-1, 

pureza  97%; CAS: 1310-73-2) foram adquiridos de Sigma-Aldrich. O reagente iodeto de 

metila (CH3I, MM = 141,94 g mol-1; densidade de 2,28 g cm-3; CAS: 74-88-4) foi adquirido de 

Vetec. Os sacos de diálise (Dialysis sacks D6191-25EA de largura média plana de 25 mm, com 

limite de massa molecular de 12.000 Daltons; CAS: 9004-34-6) foram adquidos de Sigma-

Aldrich. A biotina (C10H16N2O3S, MM = 244,31 g mol-1; CAS: 58-85-5) foi adquirida de Êxodo 

Científica. O tampão Ácido 2-(N-morfolino) etanossulfônico (MES, C6H13NO4S.H2O, MM = 

213,23 g mol-1, pureza  99,5%, CAS: 145224-94-8), o reagente N-hidroxissuccinimida (NHS, 

C4H5NO3; MM = 115,09 g mol-1; CAS: 6066-82-6) e o reagente 1-etil-3-(3'-

dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC, C8H17N3; MM = 155,24 g mol-1; CAS: 25952-53-8) 

foram adquiridos de Aldrich.  

O reagente 1-bromododecano (CH3(CH2)11Br; MM = 249,23 g mol-1; CAS: 143-15-7) 

foi adquirido também de Aldrich, assim como o FS ftalocianina de zinco II (ZnPc, C32H16N8Zn, 

MM = 577,91 g mol-1; CAS: 14320-04-8) e as sondas ácido 9,10-antracenodiil-

bis(metileno)dimalônico (ABDA, C22H18O8; MM = 410,37 g mol-1; pureza  90%; CAS: 

307554-62-7), dimetilsulfóxido (DMSO) de alta pureza, azida de sódio (NaN3, MM = 65,01 g 

mol-1, CAS: 26628-22-8) e 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-óxido (DMPO, C6H11NO; MM = 113,16 

g mol-1; CAS: 3317-61-1). A sonda de polaridade pireno (C16H10; MM = 202,25 g mol-1; pureza 

 98%; CAS: 129-00-0) foi adquirida de Aldrich. 

 

 INSTRUMENTAÇÃO 

 

Os polímeros sintetizados neste trabalho foram liofilizados através de um liofilizador 

Edwards Micro Modulyo pertencente ao laboratório do Grupo de Estudo em Materiais 

Poliméricos (Polimat) do Prof. Dr. Alexandre Parise (UFSC). 
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A síntese da TMC foi realizada com auxílio e supervisão do Prof. Dr. Edward Westphal 

do Grupo de Pesquisa em Materiais Moleculares e Mesomórficos (GPM3), localizado no Bloco 

da Colina do Departamento de Química da UFSC. 

Os experimentos de Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica foram 

realizados em conjunto com o Prof. Dr. Adolfo Horn Junior, na Central de Análises.  

Os testes biológicos in vitro foram realizados em parceria com o Professor Dr. Alfeu 

Zanotto Filho, no Laboratório de Farmacologia e Bioquímica do Câncer (LabCancer) do 

Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC. 

 

 METODOLOGIA 

 

3.6.1 Caracterização do FS Ftalocianina de Zinco (ZnPc) 

 

Os espectros de absorção UV-Vis da ZnPc foram obtidos através de um 

espectrofotômetro Cary 50 Varian, de 300 a 800 nm, em água deionizada e em etanol. Como a 

ZnPc não é solúvel nestes solventes, partiu-se de uma solução estoque em DMF. O coeficiente 

de absorção molar () da ZnPc foi determinado em água deionizada e em etanol, a partir de 

regressão linear utilizando a Lei de Lambert-Beer (Eq. 14). Os perfis de emissão de 

fluorescência foram obtidos em etanol e em água, e foram utilizados para posterior 

determinação de rendimentos quânticos de fluorescência. 

 

3.6.2 Caracterização da quitosana 

 

Toda a parte de caracterização físico-química da quitosana, material de partida para a 

síntese da TMC, encontra-se na Parte I desta Tese, nas seções 2.6.1 e 2.7.1.  

 

3.6.3 Síntese do cloreto de N.N.N-trimetil quitosana (TMC) 

 

Para a síntese da N,N,N-trimetil quitosana (TMC), inicialmente foi necessário 

solubilizar a quitosana, e, para isto, 2,0 g de quitosana foram misturados à 200 mL de água 

deionizada, o pH da mistura foi ajustado para 2,0 utilizando uma solução de HCl 4 mol L-1. Na 
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sequência, 200 mL de DMF foram adicionados, e o pH foi ajustado para 11,0 com uma solução 

de KOH 1 M. A mistura permaneceu por 72 h sob agitação constante, apresentando-se como 

uma solução gelatinosa ao final do processo, com a quitosana solubilizada. A solução foi então 

transferida para um balão de fundo redondo, e sob agitação constante a 30 ºC foram adicionados 

0,046 mol de NaOH e, logo após, 0,096 mol de iodeto de metila (CH3I). O balão foi revestido 

de papel alumínio para proteção da luz. Após 48 h de reação, uma nova porção de NaOH e 

CH3I foi adicionada, e, ao final de 96 h, a reação foi retirada. O excesso de água foi removido 

em baixa pressão, utilizando um rotaevaporador, e o pré produto, iodeto de N,N,N,-trimetil 

quitosana, foi precipitado com 500 mL de etanol gelado, e separado por filtração utilizando um 

funil de Buchner, apresentando-se na forma de fibras com coloração branca. Para proceder a 

troca de contra-íon, o iodeto de N,N,N,-trimetil quitosana foi dissolvido em uma solução aquosa 

de cloreto de sódio 5% (m/v), para obtenção do produto final, cloreto de N,N,N-Trimetil 

quitosana (TMC), que foi precipitado com 110 mL de acetona gelada, e separado por filtração, 

que foi armazenado em um dessecador para secagem.[174] O sólido obtido foi macerado e 

redissolvido em água deionizada (pH 4,5), e a purificação foi feita através de diálise, 

empregando sacos de diálise com limite de peso molecular (MWCO) de 12.000 Da. Os sacos 

foram preenchidos com a solução de TMC, amarrados em suas extremidades e imersos em água 

deionizada por 7 dias, com 3 trocas de água ao dia. A TMC purificada foi liofilizada em um 

liofilizador Edwards Micro Modulyo. A Figura 37 ilustra a rota sintética da TMC. 
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Figura 37 – Rota sintética da TMC considerando os diferentes caminhos reacionais possíveis, 

uma vez que a reação da quitosana com CH3I pode levar à: mono NHCH3, di N(CH3)2 e tri 
+N(CH3)3 alquilação do nitrogênio da amina. A última etapa consiste na troca de contra-íon 

iodeto para cloreto, levando a formação da TMC. 

 

 

3.6.3.1 Caracterização físico-química da TMC e determinação de seu grau de quaternização 

(GQ) 

 

Após a síntese da TMC, análises foram realizadas para verificar em que proporção as 

alquilações ocorreram e determinar a razão entre as unidades monoméricas presentes na cadeia 

polimérica. A técnica de RMN de 1H foi empregada para analisar a composição do polímero, e 

para calcular dois importantes parâmetros: o grau de quaternização (GQ) e o grau de 

dimetilação (GDM) da TMC sintetizada. As áreas obtidas pela integração dos sinais presentes 

no espectro de RMN de 1H possibilitaram determinar o GQ e o GDM através das Equações 22, 

23 e 24. Os seguintes sinais foram considerados: hidrogênios dos grupos metil provenientes dos 

monômeros acetilados (NHCOCH3) em 2,10 ppm; hidrogênios dos grupos metil dos 

monômeros N-dimetilados (CH3)2 em 3,08 ppm; e hidrogênios dos grupos metil dos 

monômeros quaternizados (CH3)3 em 3,35 ppm.[175], [176] 

 

𝑆 =  
[(𝐶𝐻3)3]

9
+  

[(𝐶𝐻3)2]

6
+

[(𝑁𝐻𝐶𝑂𝐶𝐻3)]

3
                                                                                (22) 
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𝐺𝑄 (%) =  [
(𝐶𝐻3)3

9
×

1

𝑆
] × 100                                                                                                       (23) 

𝐺𝐷𝑀 (%) =  [
(𝐶𝐻3)2

6
×

1

𝑆
] × 100                                                                                                   (24) 

 

 O GDM da TMC também foi determinado através de titulação potenciométrica, 

dissolvendo-se 11,7 mg de TMC em 20 mL de água deionizada (pH ajustado para 2,0). Com o 

auxílio de um titulador automático Titronic Universal, a solução titulante de KOH 0,085 mol 

L-1 foi lentamente adicionada, enquanto o pH foi medido com o auxílio de um leitor de pH 

HANNA HI 113. A partir do número de mols de monômeros N-dimetilados titulados, foi 

possível determinar o GDM na TMC.[177] 

Para confirmar as proporções monoméricas encontradas, uma Análise Elementar foi 

processada, empregando um Analisador Elementar Perklin Elmer CHNS/O 2400 Serie II, 

operado com O2(g) como gás de combustão (grau 6,0), He(g) como gás de arraste (grau 5,0), 

calibrado com acetanilida. O percentual de C, H e N presente na amostra de TMC foi 

determinado através de cálculos teóricos, com base inicialmente nos GQ e GDM encontrados 

pelas técnicas acima citadas, e posteriormente confrontados com os resultados obtidos por 

Análise Elementar. 

 

3.6.4 Síntese da Bio-TMC 

 

Para a síntese da Bio-TMC, 0,0425 g de TMC foram dissolvidas em 50 mL de tampão 

MES 0,1 M (pH 5), e mantidos por 24 h sob agitação constante a 27 ºC. Paralelamente, em um 

balão de fundo redondo, em 20 mL de uma mistura de DMSO:água deionizada (3:1) foram 

adicionados 110-4 mol de biotina, seguidos de 2  10-4 mol de NHS (N-hidroxissuccinimida) 

e de 210-4 mol de EDC (N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida), nesta ordem. Os três 

componentes foram homogeneizados sob agitação constante durante 30 min, mantidos em 

atmosfera inerte, utilizando gás argônio, a temperatura ambiente. Na sequência, a solução de 

TMC em tampão MES foi adicionada gota a gota ao balão, e a reação foi mantida por 24 h. Ao 

final do procedimento, o produto Bio-TMC foi purificado em sacos de diálise (12.000 Da) e 

liofilizado.[170] 
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3.6.5 Síntese do PAIm-12 

 

 O polímero PAIm, previamente sintetizadopor nosso grupo de pesquisa, foi obtido 

através da funcionalização do poli (ácido acrílico) com 1-(3-aminopropil)-imidazol, conforme 

reportado por Giusti et al.[167], contendo grupos imidazol e carboxilato em proporção 1:1. Para 

a síntese do PAIm-12, através da alquilação do PAIm, 0,5 g de PAIm foram diluídos em 10 mL 

de DMF. A solução foi transferida para um balão de fundo redondo, onde 5.3310-4 mol (127 

uL) de 1-bromododecano foram lentamente adicionados. O balão foi imerso em um banho 

termostatizado de glicerina, a 70 ºC, e a reação permaneceu sob agitação constante por 48 h. 

Após o resfriamento da reação, o solvente foi removido sob baixa pressão (rotaevaporador), e 

10 mL de diclorometano foram utilizados para fazer a dissolução do produto. O produto foi, 

então, extraído com 10 mL de uma solução aquosa de HCl 2 mol L-1. Após evaporação da água, 

o PAIm-12 apresentou aparência de óleo e coloração amarelada.[178] 

 

3.6.6 Caracterização dos polímeros: TMC, Bio-TMC, PAIm e PAIm-12 

 

Os polímeros sintetizados na Parte II, TMC, Bio-TMC, PAIm e PAIm-12, foram 

caracterizados por RMN 1H e FT-IR para elucidação estrutural. Os espectros de RMN 1H do 

PAIm e do PAIm-12 foram obtidos utilizando um espectrômetro Bruker AVANCE DRX 200 

MHz, enquanto os espectros da TMC e da Bio-TMC foram obtidos em um espectrômetro 

Bruker AVANCE DRX 400 MHz, que oferece uma melhor qualidade de resolução, e os 

seguintes parâmetros foram ajustados: pulso de 45º, 10s de relaxamento e 128 acúmulos para 

cada espectro. Para obtenção dos espectros, as amostras foram dissolvidas em 500 µL de D2O, 

adicionando-se 1-2 gotas de DCl, conforme necessário para ajudar a solubilização. Os espectros 

de FT-IR foram adquiridos em um espectrofotômetro Bruker Alpha 256 scans, utilizando 

pastilhas de KBr, as quais foram preparadas utilizado 10 mg das amostras.  

PAIm, PAIm-12 e TMC também foram caracterizados por titulação potenciométrica, 

utilizando um titulador automático Titronic Universal e um medidor de pH HANNA Instrument 

HI 113, com solução titulante de KOH 0,085 mol L-1, nos quais 28 mg de PAIm, 45 mg de 

PAIm-12 e 11,7 mg de TMC foram titulados. Com o número de mols de grupos carboxilato e 

imidazol titulados, foi possível determinar a fração monomérica de PAIm que foi alquilada no 
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PAIm-12. Os dados também foram utilizados para determinar os pKas dos polímeros citados, 

com o auxílio do software CurTiPot.  

 

3.6.7 Medidas de concentração agregacional crítica (cac) e micropolaridade local do 

PAIm-12 

 

 A concentração agregacional crítica (cac) dos agregados de PAIm-12 formados em 

solução aquosa, em diferentes pHs, foi determinada por emissão de fluorescência, utilizando a 

sonda fluorescente pireno.  Para o pireno, cuja estrutura é mostrada na Figura 38, a razão entre 

as suas bandas vibrônicas é sensível à polaridade do meio e à formação de ambientes 

hidrofóbicos.[179] A concentração de pireno empregada nos experimentos foi de 510-7 mol L-

1, estando abaixo da concentração que leva a formação de excímeros em água (210-6 mol L-1). 

A excitação foi fixada em 334 nm, com fendas de excitação em 10 nm e de emissão em 2,5 nm. 

Os espectros de emissão do pireno foram registrados em diferentes pHs: 2,5; 5,5 e 9,0, 

aumentando-se a concentração de PAIm-12 gradualmente (solução estoque de PAIm-12 em 

água 4,1810-3 mol L-1). A solução em pH 5,5 foi tamponado com tampão Bis(2-

hidroxietil)amino-tris(hidroximetil)metano (Bis-Tris) e a solução em pH 9,0 foi tamponada 

com o tampão tris(hidroximetil)aminometano (Tris), ambas a 0,1 mol L-1.[180] Durante o 

experimento, acompanharam-se os efeitos de polaridade dos agregados formados através da 

razão entre as bandas vibrônicas I e III do pireno, nos comprimentos de onda de 372 e 383 nm, 

respectivamente. As concentrações críticas foram determinadas a partir da relação entre a 

intensidade de emissão das bandas I e III (iI/iIII) em função da concentração de PAIm-12 no 

meio.[181]  

 

Figura 38 – Estrutura molecular do pireno. 
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3.6.8 Preparo do complexo polieletrolítico (CPE) carregado com ftalocianina de zinco 

(ZnPc): PAIm-12-ZnPc-BioTMC 

 

Inicialmente, 310-6 mol de PAIm-12 dissolvidos em 2,7 mL de água deionizada, foram 

adicionados a um béquer e o pH da solução foi ajustado para 5,5. Em seguida, 500 µL de 

solução estoque de ZnPc em DMF (110-4 mol L-1) foram adicionados ao sistema, sob agitação, 

e o pH foi ajustado para 5,5 novamente. A solução foi transferida para um balão de fundo 

redondo e ultrassonicada por 4 min, e então os solventes foram removidos a baixa pressão, com 

o uso de um rotaevaporador. A evaporação dos solventes levou a formação de um filme fino de 

PAIm-12-ZnPc, de coloração azul clara, no fundo do balão. O filme foi dissolvido em 4 mL de 

tampão Bis-Tris (0,01 mol L-1, pH 5,5), e, a ele, foi adicionado gota a gota uma solução aquosa 

contendo Bio-TMC (5,5 mg Bio-TMC em 5 mL de água, em pH 5,5), em agitação constante de 

2000 rpm, que levou à formação do produto PAIm-12-ZnPc-BioTMC em solução aquosa (pH 

5,5). Todo o procedimento foi realizado com as luzes apagadas, buscando a maior proteção 

possível contra a incidência de luz. A concentração final de ZnPc no sistema é igual a 510-6 

mol L-1. A Figura 39 ilustra o passo a passo da síntese do CPE. 
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Figura 39 – Passo a passo da síntese do CPE PAIm-12-ZnPc-BioTMC. Todo o processo foi 

realizado em pH 5,5, no escuro. 

 

 

3.6.9 Caracterização físico-química do CPE 

 

O Complexo Polieletrolítico (CPE) carregado com ZnPc, PAIm-12-ZnPc-BioTMC, foi 

caracterizado quanto a sua absorção de luz na região do UV-Vis, com auxílio de um 

espectrofotômetro Varian Cary 50, de 200 a 800 nm. O espectro de emissão de fluorescência 

foi obtido com comprimento de onda de excitação fixado em 605 nm; o espectro de excitação 

foi obtido empregando comprimento de emissão fixo em 700 nm, em temperatura ambiente (25 

ºC) e fendas de 5 nm. O deslocamento de Stokes () foi calculado com base na diferença entre 

os abs,max e emi,max, de acordo com a Equação 16 (vide seção 2.6.6).  

Os espectros de absorção de luz e de emissão de fluorescência também foram utilizados 

para cálculo do rendimento quântico de emissão de fluorescência (F), integrando-se a área sob 
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os espectros de emissão e aplicando-as na Equação 15 (seção 2.6.6). Para o cálculo de F perante 

Eq. 15, é necessário que se possua um valor de rendimento quântico padrão (R), retirado da 

literatura, e que, neste caso, foi o da ZnPc em etanol (R = 0,53).[182] A concentração de ZnPc 

em todas as amostras foi mantida constante e igual a 510-6 mol L-1. Medidas de tempos de 

meia vida de fluorescência foram obtidas utilizando o equipamento EasyLife X Espectrômetro 

de Tempo de Vida de Fluorescência, utilizando um LED monocromático de comprimento de 

370 nm e filtro de 380 nm. O tempo de vida () da ZnPc livre em etanol foi comparado ao da 

ZnPc conjugada ao sistema PAIm-12-ZnPc-BioTMC, o valor de  foi mensurado a partir do 

tratamento dos dados com o software Origin. Para investigar a presença de diferentes 

populações de ZnPc na amostra de PAIm-12-ZnPc-BioTMC, iodeto de potássio (KI) foi 

empregado como agente supressor de fluorescência da ZnPc. Em uma cubeta de quartzo de 

caminho óptico de 10 mm, alterações na intensidade de emissão de fluorescência de uma 

amostra de 2,0 mL de CPE ([ZnPc] = 510-6 mol L-1) foram coletadas à medida em que se 

adicionaram alíquotas de uma solução de KI 3 mol L-1. A concentração de KI variou de 0 a 

5,5810-2 mol L-1. 

Medidas de espalhamento dinâmico de luz foram empregadas para determinar o 

Potencial Zeta (ζ) e o tamanho hidrodinâmico dos agregados de PAIm-12-ZnPc-BioTMC, por 

meio do equipamento ZetaSizer Nano ZS da Malvern. Imagens de Microscopia Eletrônica de 

Transmissão (MET) foram obtidas através de um microscópio TEM100kV (JEM-1011), 

utilizadas para estudar a morfologia dos agregados. 

 

3.6.10 Geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 

Para verificar a capacidade da ZnPc em gerar oxigênio singleto na presença de luz, em 

sua forma livre em etanol e conjugada ao sistema PAIm-12-ZnPc-BioTMC, o substrato ABDA 

(ácido 9,10-antracenodiil-bis(metileno)dimalônico) foi utilizado como sonda. O experimento 

detecta a capacidade de geração de 1O2 através de uma medida indireta, uma vez a ABDA é 

convertida em seu endoperóxido ao reagir com o 1O2, como mostra a reação na Figura 40, o 

que causa a redução de sua concentração, que pode ser acompanhada pela redução na 

absorbância. [183]  
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Figura 40. Reação de oxidação da sonda ABDA com oxigênio singleto (1O2), levando à 

formação do endoperóxido (ABDA-O2). 
 

 

 

Para o procedimento, um aparato foi montado para que fosse possível realizar 

iluminação e medidas de absorção UV-Vis simultâneas da amostra contida na cubeta. A cubeta 

foi posicionada em uma célula do espectrofotômetro, e acima desta, com o auxílio de um 

suporte e garras, posicionou-se um laser vermelho (660 nm, 100 mW cm-2), que foi utilizado 

como fonte de luz para excitação da ZnPc contida nas amostras durante todo o experimento. 

Para as reações, 10 µL de uma solução estoque concentrada de ABDA em DMSO (210-3 mol 

L-1) foram adicionados à cubeta contendo 1,8 mL de solução de PAIm-12-ZnPc-BioTMC (ou 

de ZnPc livre em etanol) e 200 uL de água deionizada. A concentração de ZnPc em ambos os 

experimentos foi de 4,510-6 mol L-1, e a de ABDA 110-5 mol L-1. Com as amostras prontas, 

a cubeta foi posicionada e o primeiro espectro de absorção UV-Vis foi coletado antes de se dar 

início a iluminação. A cinética de degradação da sonda ABDA foi acompanhada em 398 e em 

377 nm (ZnPc livre) e 404 e 382 nm (ZnPc conjugada), ajustadas a modelos cinéticos de 

primeira ordem, ou de duas etapas de primeira ordem consecutivas (Equações 20 e 21, seção 

2.6.8) (observação: neste caso, B1 e B2 são as amplitudes de decaimento da absorção da ABDA). 

Uma vez realizado o teste com ABDA e determinada a capacidade de geração de EROs 

pelo FS, uma investigação mais detalhada dos tipos de EROs geradas pela ZnPc livre e 

conjugada ao sistema PAIm-12-ZnPc-BioTMC foi realizada. Para tanto, dois agentes 

supressores foram empregados: azida de sódio (NaN3), que é supressora de 1O2[116], e DMSO, 
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que é supressor de radical •OH[148]. O preparo das amostras foi o mesmo do experimento 

anterior, sendo que para o teste com azida de sódio, 5 uL de ABDA 210-3 mol L-1 foram 

adicionados ao sistema antes de iniciar a iluminação, totalizando uma concentração final de 

510-6 mol L-1 para a azida. Por outro lado, para o experimento com DMSO, os 200 uL de água 

deionizada foram substituídos por 200 uL de DMSO, totalizando uma concentração final de 

10% DMSO. Para todas as amostras, a concentração de ABDA empregada foi de 110-5 mol 

L-1 e de ZnPc (livre ou conjugada) de 4,510-6 mol L-1. As cubetas foram continuamente 

iluminadas durante todo o experimento e as cinéticas de degradação da ABDA foram 

acompanhadas em 398 nm para ZnPc livre e 404 nm para ZnPc conjugada. 

 

3.6.11 Cinéticas de fotobranqueamento (FB) e rendimentos quânticos de 

fotobranqueamento (FB) 

 

A fotoestabilidade da ZnPc livre em etanol e em água, e conjugada ao sistema PAIm-

12-ZnPc-BioTMC foi comparada utilizando um laser vermelho (660 nm, 100 mW cm-2) como 

fonte de iluminação. Em uma cubeta de quartzo de 10 mm de caminho óptico, 2 mL de solução 

aquosa de PAIm-12-ZnPc-BioTMC (ou 1,95 mL de etanol (ou de água) contendo 43 uL de 

solução estoque de ZnPc em DMF) foram expostos à iluminação por um período de tempo pré-

determinado, e as cinéticas de foto-oxidação da ZnPc foram acompanhadas em 667 nm. A 

concentração de ZnPc em todas as amostras foi mantida em 2,1510-6 mol L-1. As constantes 

de velocidade de fotobranqueamento (kFB) foram determinadas através das Eq. 19 e 20. 

O rendimento quântico de fotobranqueamento (FB) foi calculado por meio da Equação 

25, adaptada de Hadjur et al.[184] 

 

𝜙𝐹𝐵 =  
(𝐴0 − 𝐴)𝑉𝑆 𝑁𝐴ℎ𝑐

𝜀𝑙 ∫ ∫ 𝑃(𝜆).
𝜆2

𝜆1
𝐼0(1 − 10−𝑏𝑐𝜀)

𝑡

0
. 𝑒−𝑘𝐹𝐵𝑡𝑑𝜆𝑑𝑡

                                                                      (25) 

 

Onde: VS é o volume da amostra, NA é a constante de Avogadro (6,0221023 mol-1), h é a 

constante de Planck (6,62610-34 J s), c é a velocidade da luz no vácuo (2,997108 m s-1),  é o 

coeficiente de absorção molar (L mol-1 cm-1), l é o caminho óptico, P é a potência da fonte de 

luz (mW) e I0(1-10-bc) é a intensidade da luz absorvida.[185] 
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3.6.12 Testes biológicos: avaliação de TFD in vitro 

 

3.6.12.1 Ensaio colorimétrico de Sulforodamina B 

 

Para determinação da densidade celular o método de ensaio colorimétrico da 

Sulforodamina B foi utilizado, através da medição do conteúdo de proteína celular. Células de 

melanoma B16F10 foram plaqueadas em placas de 96 poços (3.000 células/poço) por um 

período de 24 h. Após, o meio foi trocado e as células foram pré-incubadas com as formulações 

teste – sendo elas: ZnPc livre em água, PAIm-12-BioTMC e PAIm-12-ZnPc-BioTMC (ou CPE) 

– em diferentes concentrações por 15 min, seguido de exposição à luz branca (55,3 J cm-2) por 

30 min, empregando um sistema de LED in vitro – “Warm White” Número de série 

LK1490_M006. A exposição à luz foi realizada em uma cabine de segurança biológica a 

temperatura ambiente (25 ºC), e as placas controle foram tratadas sob as mesmas condições no 

escuro. As células foram então incubadas por 24 h em um incubador humidifcado a 37 ºC, e 

fixadas com 100L de ácido tricloroacético gelado (10%) durante 1 h, em uma temperatura de 

4 ºC. As placas foram lavadas com água, secas ao ar durante a noite e coradas com SRB (0,057% 

SRB em 1% de ácido acético) por 30 min a temperatura ambiente. Após a lavagem com ácido 

acético 1% para remoção da SRB não ligada, as placas foram secas, e 200L de Tris (pH 10,5) 

foram adicionados para solubilizar o corante. A absorbância foi medida em 510 nm em um 

leitor de microplaca. A densidade celular foi calculada como a percentagem de absorbância 

comparada com os controles veículo/não tratados.[117] 
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 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.7.1 Caracterização físico-química do FS Ftalocianina de Zinco (ZnPc) 

 

As curvas de calibração de absorção de luz UV-Vis foram construídas em água e em 

etanol, e utilizadas para determinação do coeficiente de absorção molar da ZnPc em ambos os 

solventes (Apêndice E – Figuras E1 e E2). Os perfis de absorção UV-Vis podem ser observados 

abaixo, nas Figuras 41 a e b. 

 

Figura 41 – (a) Espectros de absorção de UV-Vis da ZnPc em etanol em diferentes 

concentrações (de 0 a 4,5310-6 mol L-1); e (b) em água (de 0 a 3,6010-5 mol L-1). 
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 O espectro de absorção UV-Vis da ZnPc em etanol (Figura 41a) mostra uma banda de 

intensa absorção de luz em 664 nm, correspondente à banda QIII, originada pelas transições de 

S0 → S1, bem como uma banda menos intensa e mais ampla em 345 nm, denominada banda B 

(S0 → S2).[186] O coeficiente de absorção molar da ZnPc em etanol foi determinado em 664 

nm (ZnPc,etanol,664nm = 20,1104 L mol-1 cm-1) e em 605 nm (ZnPc,etanol,605nm = 29,1103 L mol-1 

cm-1 (banda QI)). Em contrapartida, o espectro de absorção UV-Vis da ZnPc em água mostrou 

um perfil distinto. Moléculas hidrofóbicas tendem a agregar-se em solução aquosa, e este 

processo é observado para a ZnPc em água, conforme demonstrado na Figura 41b, em que 

ocorre uma redução na intensidade de absorção de luz da banda QIII (que, por sua vez, é uma 

banda indicativa da existência de espécies monoméricas em solução), acompanhada do 

aparecimento de uma nova banda ampla, em aproximadamente 740 nm. Este tipo de 

alargamento da banda Q é característico das ftalocianinas que formam agregados em água.[187] 
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Em resumo, isto significa que em solução aquosa, a maior parte das moléculas de ZnPc 

encontra-se na forma de agregados, enquanto que em etanol elas estão monomerizadas.[188] 

Em água, o coeficiente de absorção molar encontrado em 615 nm foi de ZnPc,água,615nm = 

2,03104 L mol-1 cm-1. 

 

Figura 42 – Espectros de emissão da ZnPc em água (linha preta) e em etanol (linha vermelha). 

[ZnPc] = 510-6 mol L-1; excitação = 605 nm; fenda 5 nm.  

650 700 750 800

0

100

200

300

400

500

600

In
te

n
s
id

a
d
e
 (

u
.a

.)

Comprimento de onda (nm)

 ZnPc em água

 ZnPc em etanol

674 nm

 

 

Os espectros de emissão de fluorescência da ZnPc em etanol e água (Figura 42) estão 

em acordo com o comportamento observado nos perfis de absorção UV-Vis. Em etanol, a ZnPc 

apresentou emissão de fluorescência com comprimento de onda máximo de 674 nm. Por outro 

lado, em água, é possível perceber o efeito da agregação das moléculas de ZnPc, que resultou 

na supressão da emissão de fluorescência.[188] Quando ocorre a agregação das moléculas de 

FS, a maior parte dos processos radiativos de desativação do estado excitado é suprimida – 

processo denominado “supressão por agregação”[189], e as moléculas passam pelo processo de 

desativação a partir de conversão interna. Nesse cenário, os rendimentos quânticos de estado 

tripleto (T) podem ser drasticamente reduzidos, conforme já observado por Gerald J. Smith em 

1985, que relatou uma redução de mais de 60% no T da hematoporfirina quando em solução 

aquosa (em relação ao etanol).[190] Essa alteração pode ser uma consequência da interação 

entre o estados fundamental e o primeiro estado singleto excitado em moléculas adjacentes 

(dipolos de transição), levando a uma alteração na probabilidade de transições radiativas, 

conforme demonstrado por Kasha et al. em 1965.[191] Uma segunda forma através da qual a 
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agregação afeta o rendimento de estado tripleto é pela extinção não-radiativa de seu precursor, 

o estado excitado singleto, ou seja, aumentando significativamente a probabilidade de 

conversão interna.[190] Conforme já detalhado, os mecanismos envolvidos na geração de 

EROs durante a TFD são iniciados quando o FS se encontra no estado tripleto excitado, e é por 

este motivo que a agregação causada pela água pode prejudicar e até mesmo inviabilizar a 

aplicação de FS hidrofóbicos em sua forma livre. Daqui, surge a necessidade de 

encapsulamento dos FS, a fim de que permaneçam em sua forma monomérica fotoativa.  

  

3.7.2 Síntese e Caracterização do cloreto de N,N,N-Trimetil quitosana (TMC) 

 

O iodeto de N,N,N-trimetil quitosana (Figura 43a) foi obtido a partir da reação entre os 

grupos amino livres da quitosana e o iodeto de metila, em meio básico, em uma reação de 

substituição nucleofílica, onde o par de elétrons livre do nitrogênio age como nucleófilo, 

atacando o carbono eletrofílico do haleto de alquila (CH3I, eletrófilo). O meio alcalino foi 

empregado com a função de garantir que os grupos aminos da quitosana permanecessem em 

sua forma desprotonada, viabilizando a reação. A reação pode acontecer uma, duas ou três vezes 

em cada nitrogênio, levando a formação de monômeros mono, di e tri substituídos. Após a 

síntese, procedeu-se a troca de contra íon para obtenção do cloreto de N,N,N-Trimetil quitosana, 

abreviado como TMC, uma vez que o íon cloreto (Cl-) é menor e mais solúvel em água, em 

relação ao íon iodeto (I-).  

 

Figura 43 – Aspecto visual (a) do produto intermediário iodeto de TMC e (b) do produto cloreto 

de TMC. 
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Após a liofilização, a TMC apresentou cor branca e textura fibrosa (Figura 43b). Sua 

formação foi confirmada por RMN de 1H (Figura 44), comparado ao material de partida (Figura 

16a, seção 2.7.1). Os espectros apresentam um sinal comum referente aos hidrogênios metílicos 

dos monômeros acetilados (H-8’), sendo que a quaternização da quitosana afetou o 

deslocamento químico () deste sinal, passando de 1,99 ppm (quitosana) para 2,08 ppm (TMC). 

O aparecimento de um novo sinal no espectro da TMC foi observado, em  = 3,08 ppm, sinal 

este que já foi relacionado, em estudos anteriores, aos hidrogênios metílicos ligados à amina 

terciária dos monômeros dimetilados.[192] O sinal relacionados aos hidrogênios do carbono 2 

(H-2,  3,10 ppm) no espectro de RMN de 1H da quitosana não é observado no espectro da 

TMC, e uma hipótese é a ocorrência de uma sobreposição com o sinal anteriormente 

mencionado.[193] O sinal que aparece em  3,35 ppm foi atribuído aos prótons presentes no 

nitrogênio dos grupos amino dos monômeros trimetilados [+N(CH3)3].[194] Na região entre  

3,6 e 4,6 ppm, há diversos sinais sofrendo sobreposição, resultando em uma baixa resolução e 

impossibilidade de identificação individual dos sinais. Para determinar a composição e os tipos 

de monômeros formados na TMC, resultantes das substituições nucleofílicas, o grau de 

dimetilação (GDM) e o grau de quaternização (GQ) foram determinados através das Equações 

22, 23 e 24, e foram encontrados os percentuais de 18 e 56%, respectivamente, somando 100% 

considerando-se as unidades acetiladas restantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tese de Doutorado   118 

 
 
 

Figura 44 – Espectro de RMN de 1H da TMC, com destaque no canto superior direito para as 

proporções entre os monômeros que a compõe, mostrando que a cadeia polimérica é composta 

por 56% de monômero dimetilado, 18% de monômero quaternizado e pelos 26% de monômero 

acetilado originários. Os percentuais foram posteriormente confirmados por titulação 

potenciométrica e análise elementar. 

 

  

Os espectros de FT-IR (Figura 45) mostraram as bandas características dos 

polissacarídeos, na região de 898 e 1155 cm-1, este último relacionado às vibrações assimétricas 

axiais das pontes C-O-C.[195] Em 1080 cm-1 (1070 cm-1 para TMC) e 1034 cm-1 aparecem as 

bandas referentes a vibração axial das ligações C-O de álcoois primários.[176] Em 1656 cm-1 

tem-se a banda correspondente a vibração axial C=O das amidas I, em 1560 cm-1 vibração 

angular N-H da amida II, e em 1320 cm-1 vibração axial C-N da amida III, provenientes do 

monômero acetilado presente na quitosana e na TMC.[124] As bandas em 1380 e 1420 cm-1 

estão relacionadas à deformação angular simétrica dos grupos metil e metileno, 

respectivamente. Adicionalmente, a banda que aparece em 1600 cm-1 se refere à vibração 

angular N-H de aminas primárias. É interessante notar que, no espectro da TMC a referida 

banda desapareceu, indicando que as unidades monoméricas de quitosana contendo grupos 

amino livres foram completamente alquiladas durante a síntese da TMC, não restando 
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monômeros com grupos amino primários em sua composição.[196] Para finalizar, uma nova 

banda em 1463 cm-1 apareceu no espectro da TMC, e foi atribuída à vibração axial assimétrica 

da ligação C-H de grupos metílicos. Tal banda é característica de sais quaternários de quitosana, 

confirmando a formação da TMC.[195] 

 

Figura 45 – Espectros de infravermelho, em ampliação (de 2000 a 500 cm-1), da quitosana (a) 

e da TMC (b). 
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Tabela 5 - Comparação entre os percentuais de C, H e N presentes nas amostras de (a) quitosana 

e (b) TMC, calculados teoricamente e determinados experimentalmente através de análise 

elementar. 

(a) Quitosana 

 

26 % 

 

74 % 

Total 

calculado 

(%) 

Total 

experimental 

(%) 

C (%) 47,29 44,72 45,39 42,01 
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H (%) 6,45 6,88 6,77 7,10 

N (%) 6,89 8,69 8,22 7,50 

C/N - - 5,52 5,60 

  

(b) TMC 

 

26 % 

 

56 % 

 

18 % 

Total 

calculado 

(%) 

Total exp. 

(%) 

C (%) 47,29 50,78 52,93 50,26 40,90 

H (%) 6,45 7,99 8,88 7,75 7,33 

N (%) 6,89 7,40 6,86 7,17 5,95 

C/N - - - 7,00 6,87 

 

Os parâmetros de GDM e GQ foram confirmados a partir dos dados obtidos através de 

análise elementar (Tabela 5). Corroborando com os dados obtidos por RMN 1H, o valor de 56% 

foi encontrado para o GDM e o valor de 18% para o GQ. Os percentuais, em massa, de C, N e 

H encontrados experimentalmente para a TMC ficaram próximos àqueles determinados 

matematicamente (Tabela 5b), apresentando deslocamento negativo de aproximadamente 18% 

para C e N, e de 5% para H, que pode estar associado à presença de água na amostra. Ainda 

que os percentuais obtidos experimentalmente para a TMC sejam ligeiramente inferiores aos 

calculados, a proporção entre a percentagem de C e N permaneceu constante nos dois casos 

(C/N  7). Além disso, em comparação à quitosana (Tabela 5a), houve um aumento da 

proporção C/N de 5,6 para 6,8 na TMC, estando em acordo com a maior quantidade de átomos 

de carbono presentes no produto alquilado. 

Para elevar ainda mais a confiabilidade dos resultados, o GDM também foi acessado 

por titulação potenciométrica (Figura 46), e, considerando que a quantidade de matéria de base 

consumida era equivalente à quantidade de matéria de monômeros dimetilados titulados, 

encontrou-se um valor de GDM igual a 57%. A titulação da TMC revelou um pKa em 6,3, que 

é equivalente ao pH da quitosana[197], e foi atribuído à amina terciária das unidades 
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dimetiladas. Por fim, a proporção entre as unidades monoméricas da TMC foi estabelecida 

conforme Figura 47.  

 

Figura 46 – Titulação potenciométrica de 11,7 mg de TMC com KOH 0,085 mol L-1, com 

notação do pKa. 
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Figura 47 – Estrutura da TMC. 

 

 

Uma vez tendo sido bem-sucedida a síntese do polímero catiônico, a etapa seguinte 

consistiu na funcionalização deste com biotina. 
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3.7.3 Caracterização da TMC funcionalizada com biotina (Bio-TMC) 

 

Considerando que o objetivo primordial da síntese da TMC foi a sua aplicação, como 

um polímero catiônico, na construção do complexo polieletrolítico (CPE), destinado ao 

encapsulamento do FS ZnPc para aplicações biológicas, optou-se por funcionalizá-la com 

biotina, a fim de promover um aumento da internalização celular, pensando, é claro, em futuras 

aplicações biológicas in vivo. 

 

Figura 48 – Esquema de síntese da Bio-TMC, a partir da TMC, empregando biotina e o agente 

ativadores NHS e EDC. A reação leva à formação de uma nova ligação éster.  
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A Bio-TMC foi sintetizada através da “química da carbodiimida”, através de uma reação 

entre os grupos carboxila da biotina e os grupos hidroxia da TMC. A reação foi mediada pelos 

ativadores NHS (N-hidroxissuccinimida) e EDC (N-(3-dimetilaminopropil)-N'-

etilcarbodiimida), assim como mostra a Figura 48.[173] Sua formação foi avaliada por IV e 

RMN 1H. O espectro de FT-IR da TMC já foi detalhado na seção anterior, e mostrou-se muito 

similar ao da Bio-TMC, com algumas distinções. Como se pode verificar na Figura 49, há um 

leve alargamento da banda em torno de 1740 cm-1, que corresponde à função éster, 

acompanhado de um leve aumento de intensidade de absorção em 1250 cm-1, relacionado à 

vibração da ligação C-O de ésteres.  

 

Figura 49 - Espectros de IV para TMC (preto) e BioTMC (vermelho), em ampliação a região 

entre 2090-980 cm-1. 

 

 

Os espectros de RMN 1H da TMC e da Bio-TMC estão expostos na Figura 50 para fins 

de comparação. Identificou-se o aparecimento de novos picos que são característicos da 

estrutura da biotina no espectro da Bio-TMC (Figura 50b). A atribuição dos novos sinais segue: 

prótons metilênicos de 1,0 a 1,5 ppm (a, equivalentes a 6H) e em 2,54 ppm (b, equivalentes a 

2H); dois prótons metínicos em 4,19 ppm (c, 1H) e em 4,37 ppm (d, 1H).[170], [198] 
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Figura 50 – Espectros de RMN de 1H da (a) TMC e da (b) Bio-TMC, com destaque para a 

região de 0,9 a 2,2 ppm, onde é observado o aparecimento dos sinais em destaque. 
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3.7.4 Caracterização do PAIm-12 

 

O polímero PAIm-12 foi obtido através da alquilação do PAIm, empregando 1-

bromododecano, assim como mostra a Figura 51. Conforme já investigado em outros 

estudos[167], o PAIm possui grupos carboxilatos e imidazóis em mesma proporção 

(50%/50%). A reação se dá no monômero que contém o grupo imidazol, restando os 

monômeros com grupo carboxilato inalterados.  

 

Figura 51 – Síntese do PAIm-12, a partir do PAIm. O PAIm é obtido a partir da funcionalização 

do poliácido acrílico com com grupos imidazóis, conferindo uma proporção 1:1 entre grupos 

ácido carboxílico e imidazol à estrutura final do PAIm. O PAIm-12, por sua vez, é resultado da 

alquilação do PAIm, com 1-bromo dodecano.  
 

 

 

 Os espectros de RMN 1H do PAIm e do PAIm-12 são mostrados nas Figuras 52 e 53, 

respectivamente. O espectro do PAIm mostra os sinais característicos dos componentes da 

estrutura do polímero, onde se pode observar os prótons do anel aromático de imidazol em 7,53 

e 8,81 ppm (3H: a, b, c), bem como os prótons metilênicos da amida substituída em 3,34, 3,74 

e 4,29 (6H: d, e, f). Também pode-se visualizar os prótons da estrutura da cadeia polimérica, os 

prótons metínicos em 3,19 e 2,22 ppm (2H, g, i) e os prótons metilênicos em 2,13 ppm (2H, h). 

O espectro de RMN 1H do PAIm-12, assim como esperado, é consistente com o espectro do 

PAIm-12, com um perfil muito semelhante, mostrando, no entanto, um aumento na intensidade 

dos picos referentes à prótons metilênicos em 1,20 ppm, evidenciando a alquilação do imidazol. 
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Figura 52 – Espectro de RMN 1H 200 MHz do PAIm (ppm): 7.53, 2H (a,b); 8.81, 1H (c); 4.29, 

2H (d); 3.34, 2H (e); 3.74, 2H (f); 3.19, 1H (g); 2.13, 2H (h); 2.22, 1H (i). 

 

Figura 53 - Espectro de RMN 1H 200 MHz do PAIm-12 (ppm): 7.52, 2H (a,b); 8.76, 1H (c); 

4.31, 2H (d); 3.30, 2H (e); 3.70, 2H (f); 3.14, 1H (g); 2.08, 2H (h); 2.20, 1H (i). 
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Os espectros de infravermelho também foram realizados, e estão dispostos na Figura 

54. Nestes, destaca-se: banda intensa na região de 3300 cm-1, relativa ao estiramento da ligação 

N-H presente na amida, a banda em questão encontra-se fortemente alargada pelo estiramento 

da ligação O-H, derivada dos grupos ácido carboxílico presentes na estrutura dos polímeros. A 

banda em torno de 1620 cm-1 também é derivada de ambas as funções, amida e ácido 

carboxílico, correspondente ao estiramento da ligação C=O. A banda em questão apresenta 

perfil de um único pico, característico de amidas secundárias, como é o caso do PAIm e do 

PAIm-12. As bandas que aparecem na região de 3100 e 3130 cm-1 são referentes ao estiramento 

C-H de carbonos do tipo sp2, derivados do anel imidazol. Os picos presentes na região de 2975 

a 2851 cm-1 e em 1465 cm-1 indicam, respectivamente, a presença de estiramento C-H e de 

vibração angular C-H de carbono do tipo sp3 (alcanos). A banda em 1465 cm-1 sofre um 

aumento de intensidade, relativo a maior quantidade de carbonos sp3 presentes do derivado 

alquilado PAIm-12. 

 

Figura 54 - Espectro de infravermelho do PAIm (linha preta) e do PAIm-12 (linha vermelha). 
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 Para verificar a proporção em que a alquilação ocorreu, titulações potenciométricas 

foram realizadas, considerando-se que dos três monômeros presentes no PAIm-12, dois são 

tituláveis: aquele que contém o grupo carboxilato e aquele que contém o grupo imidazol não 
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alquilado. Com os dados obtidos durante a titulação potenciométrica do PAIm, percebeu-se que 

o número de mols de carboxilato titulados (1,2910-4 mol) era praticamente o mesmo do de 

imidazol (1,3110-4 mol), confirmando a proporção 1:1. Por outro lado, para o PAIm-12 

obteve-se uma redução significativa no número de mols de grupos imidazol titulados (1,0810-

4 mol), indicando que a reação de substituição ocorreu neste monômero. Com estes dados, a 

partir de cálculos estequiométricos, foi possível determinar que 12% dos monômeros contendo 

grupo imidazol foram alquilados, restando, então, 38% de monômeros com grupo imidazol livre 

(Figura 55). 

 

Figura 55 – Estrutura polimérica do PAIm-12, composto em 50% de monômeros com grupo 

carboxilato, 38% de monômeros com grupo imidazol livre e 12% com grupos de imidazol 

alquilado. 

 

 

 As titulações potenciométricas também trouxeram informações a respeito dos pKas dos 

polímeros, e os valores encontrados mostraram-se similares àqueles reportados na literatura. As 

curvas de titulação para o PAIm e para o PAIm-12 estão expostas na Figuras F 1 do Apêndice 

F. Para o PAIm, o pKa de aproximadamente 2,5 foi obtido para o grupo carboxilato, e de 6,6 

para o grupo imidazol. Por outro lado, para o PAIm-12 os pKas de 2,3 e 6,3 foram obtidos para 

os grupos carboxilato e imidazol, respectivamente. A alteração nos pKas pode estar relacionada 

com uma mudança de ambiente dos grupos carboxilato e imidazol acarretada pela alquilação 

de uma parte da cadeia polimérica. A Figura 56 sumariza as estruturas de equilíbrio ácido-base 

do PAIm-12 em diferentes pHs, sendo que, em pH inferior a 1,35 temos uma cadeia 

prevalentemente catiônica (PAIM-12+), entre pH 3,5 e 5,5 uma cadeia zwitteriônica (PAIM-
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12+-) e em pH acima de 7,5 temos uma cadeia prevalentemente aniônica (PAIM-12-). Para a 

síntese do CPE, definiu-se trabalhar em pH 5,5, afim de empregar-se a cadeia zwitteriônica, 

uma vez que esta estrutura contém as cargas negativas necessárias para a interação eletrostática 

com as cadeias de BioTMC e, ainda, possui cargas positivas residuais que podem conferir à 

superfície do complexo potencial Zeta positivo, que contribuiria para a estabilização do mesmo. 

 

Figura 56 – Equilíbrios ácido-base e espécies prevalentes em cada pH, de acordo com os pKas 

obtidos experimentalmente (titulação potenciométrica) para o PAIm-12. 
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3.7.5 Determinação da concentração agregacional crítica (cac) do PAIM-12 

 

Os espectros de emissão de fluorescência da sonda pireno foram determinados na 

presença de diferentes concentrações de PAIm-12, afim de obter-se informações sobre a 

concentração agregacional crítica (cac) do polímero, em diferentes pHs: 2,5, 5,5 e 9,0. Os perfis 

de emissão do pireno encontram-se dispostos na Figura G 1 (Apêndice G). Para o pH de 5,5, 

observou-se a formação de uma intensa banda de excímero (Figura G 1b), ocasionada pela 

presença do tampão Bis-tris no meio. A partir da razão entre os máximos de emissão gerados 

pelas bandas I e III do pireno, foi possível plotar os perfis de acordo com a concentração de 

PAIm-12, como mostra a Figura 57. Como se pode perceber, há uma tendência para que a cac 

se reduza à medida em que o pH do meio aumenta, sendo que em pH 9,0 o menor valor de cac 

foi encontrado (2,810-5 mol L-1), enquanto em pH 2,5 o maior valor é destacado (7,610-5 mol 

L-1). Já no pH intermediário de 5,5, uma cac de 6,510-5 mol L-1 foi determinada.  
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Figura 57 – Plote da razão entre a intensidade de emissão das bandas I e III do pireno em razão 

da concentração de PAIm-12, em pH 2,5 (a); 5,5 (b) e 9,0 (c). [pireno] = 510-7 mol L-1. 
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3.7.6 Obtenção e caracterização do complexo polieletrolítico carregado com ZnPc: 

PAIm-12-ZnPc-BioTMC 

 

Para comprovar a interação entre os componentes e formação do conjugado PAIm-12-

ZnPc-BioTMC, seu espectro de infravermelho foi adquirido e comparado ao de seus 

constituintes, PAIm-12, ZnPc e BioTMC. Os espectros foram avaliados seguindo a ordem de 

síntese. Na Figura 58, podemos observar os espectros do PAIm-12 e da ZnPc, obtidos 

isoladamente. O espectro de infravermelho do PAIm-12 (já discutido na seção 3.7.4, condição 

distinta) mostra os sinais característicos esperados para os grupos funcionais presentes no 

polímero, listados assim como segue: 3426 cm-1, vibração axial da ligação N-H (em formato de 

singleto) representando amidas secundárias; 3261 cm-1, vibração axial da ligação O-H de ácido 

carboxílico; 3096 cm-1, vibração axial da ligação =C-H (alcenos); 2980 e 2930 cm-1, vibração 

axial da ligação -C-H (alcanos); 1630 cm-1, a banda representa a junção entre as vibrações axiais 

da ligação C=O de ácido carboxílico e de amida; 1543 cm-1, vibração axial assimétrica da 

ligação C-O de ácido carboxílico; 1465 cm-1, vibração angular C-H de grupo metileno 

(alcanos); 1390 cm-1, vibração axial simétrica C-O de ácido carboxílico; 1370 cm-1, vibração 

angular C-H de grupo metil (alcanos); 1282 cm-1, vibração da ligação C-N de aminas 

aromáticas.[199] O espectro da ZnPc (Figura 58b) também revelou sinais característicos 

esperados para a molécula, como as vibrações axiais de ligação C-H de aromático em 3045 cm-

1 (Csp2-H) e 2850 cm-1 (Csp3-H); 1596 cm-1, vibração angular de ligação N-H de amina; 1086 

cm-1, deformação da ligação C-H no plano; 1047 cm-1, vibração axial ligação C-N do anel 

pirrol; 758 cm-1, que representa tanto a deformação da ligação C-H fora do plano quanto a 

vibração angular da ligação C-N-C. Neste espectro, uma importante banda que representa a 

ligação entre o centro metálico e o nitrogênio do anel pirrol (vibração da ligação Zn-N) foi 

destacada, em 734 cm-1.[200]  

A Figura 58c mostra o espectro de infravermelho do PAIm-12 antes (linha rosa) e depois 

(linha preta) da conjugação com a ZnPc. Neste último, uma série de alterações que indicam o 

sucesso da conjugação entre PAIm-12 e ZnPc puderam ser observadas. É bem descrito na 

literatura que o Zinco é capaz de coordenar-se ao carboxilato, formando complexos de 

Zinco.[201] As principais alterações que indicam a formação do complexo são descritas a 

seguir. Primeiramente, observou-se uma significativa alteração de proporção das bandas que 

representam as vibrações axiais do grupo carboxilato (C=O), que se encontram em 1630 e 1715 
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cm-1. No PAIm-12, a proporção entre elas é de 1,56, enquanto no PAIm-12-ZnPc a proporção 

se altera para 1,74. Esta mudança de intensidade das bandas pode ser decorrente da interação 

do grupo carboxilato do PAIm-12 com o centro metálico (Zinco) da ZnPc, que afeta diretamente 

as ordens de ligação. Além disso, os complexos de Zinco-carboxilato reportados na literatura 

apresentam uma banda de fraca intensidade na região de 620-580 cm-1, relacionada à vibração 

axial assimétrica da ligação formada entre Zn-O.[202] Essa banda foi reportada no espectro de 

PAIm-12-ZnPc, em 623 cm-1 (destacado na Figura 58c), comprovando a formação da ligação 

entre Zinco e carboxilato. Cabe também destacar que os modos vibracionais simétrico e 

assimétrico da ligação C-O se encontram em 1384 e 1543 cm-1, respectivamente, o que resulta 

em uma variação de 159 cm-1. De acordo com a literatura, variações desta magnitude indicam 

coordenação bidentada ao metal (referencia: íon acetato).[202] 

Outra alteração pertinente que aparece no espectro de PAIm-12-ZnPc se refere ao 

aumento de intensidade das bandas na região dos 3000 cm-1. A ZnPc é uma molécula constituída 

por um grande sistema aromático que contém uma grande quantidade de ligações C-H, cujas 

vibrações axiais são responsáveis pelo aumento de intensidade na região mencionada. Nesta 

região, também ocorre uma mudança na proporção das bandas em 3420 cm-1 e 3260 cm-1, esta 

última relacionada à ligação O-H de ácido carboxílico, que pode ser uma consequência da 

formação de ligação do carboxilato com o Zinco. Também é possível observar que o sinal que 

representa a ligação metal-nitrogênio (Zn-N) está presente e sofreu deslocamento (de 734 para 

758 cm-1), o que indica mudança de microambiente do centro metálico da ZnPc. 
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Figura 58 – Espectro de infravermelho (a) do PAIm-12 em pH 5,5, (b) da ZnPc em pH 5,5 e (c) 

do PAIm-12 versus PAIm-12-ZnPc em pH 5,5. 
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Com a obtenção do complexo intermediário PAIm-12-ZnPc, a etapa seguinte consistiu 

na adição de BioTMC para formação do CPE PAIm-12-ZnPc-BioTMC. Neste processo, 

esperava-se haver a interação entre os sítios aniônicos do PAIm-12 (grupos carboxilato) com 

os sítios catiônicos da BioTMC (grupos trimetilamônio). O espectro de infravermelho do 

conjugado apresenta indícios de interação do grupo carboxilato com o grupo trimetilamônio, 

que confirmaram a presença de BioTMC (Figuras 59a e b). Em primeiro lugar, é possível 

observar que a banda que representa a vibração de alongamento da ligação N-H dos grupos 

trimetilamônio sofre um deslocamento de 3430 cm-1 na Bio-TMC para 3320 cm-1 no PAIm-12-

ZnPc-BioTMC. Este deslocamento, em geral, pode ser derivado de interações com o grupo 

carboxilato, principalmente nos casos em que a formação de ligação de hidrogênio entre os dois 

grupos funcionais é favorecida. Outro ponto a ser destacado é referente à banda que representa 

a deformação axial da ligação C=O (1627 cm-1), que sofreu uma redução significativa de 

intensidade que pode ser associada à interação com os grupos trimetilamônio. A alteração que 

ocorre na região em torno de 2930 cm-1 pode ser relacionada à presença dos grupos 

trimetilamônio da BioTMC que contêm grupos metila, que possuem ligações C-H que exibirão 

vibrações axiais na região mencionada. Também é interessante destacar o aparecimento da 

banda em torno de 1370 cm-1 no espectro do CPE (Figura 59b), que corresponde às vibrações 

angulares da ligação O-H de álcoois, função orgânica que não estava presente no conjugado 

antes da introdução de BioTMC, o que comprova que a funcionalização com o polímero 

biotinilado ocorreu com sucesso. O espectro do PAIm-12-ZnPc-BioTMC também apresenta 

uma banda intensa característica da BioTMC, em 1056 cm-1, que diz respeito às vibrações axiais 

C-N de amina. A partir das análises dos infravermelhos, conclui-se que a formação do CPE 

com os polímeros PAIm-12 e BioTMC e o FS ZnPc foi bem sucedida.  
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Figura 59 – Espectros de infravermelho (a) da BioTMC e (b) comparação entre PAIm-12-ZnPc 

e PAIm-12-ZnPc-BioTMC. 

 

 

O CPE obtido apresentou coloração azul clara em solução aquosa, forma na qual foi 

armazenado, mantido no escuro. Seu perfil de absorção de UV-Vis encontra-se na Figura 60. 

Como se pode observar, o CPE em solução aquosa (pH 5,5) apresentou duas bandas de absorção 

características do fotossensibilizador ZnPc, em 610 e 674 nm – bandas QI e QIII, 

respectivamente. O perfil destas bandas assemelha-se àquele apresentado pela ZnPc em etanol 

(Figura 41a), diferindo daquele em água (Figura 41b), o que mostra que, no CPE sintetizado, 

as moléculas de ZnPc encontram-se monomerizadas, o que aponta para um encapsulamento 

bem sucedido. Além disso, as bandas sofreram deslocamento batocrômico, uma vez que a banda 

QI em etanol apresentava máximo em 605 nm e a banda QIII, em 664 nm. Tal comportamento 

deriva da mudança de ambiente da ZnPc nos diferentes sistemas, e também de possíveis 

interações do centro metálico com os grupos funcionais dos polímeros com os quais a ZnPc 

interage no CPE, assim como mostraram as análises de infravermelho. 
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Figura 60 – Perfil de absorção de luz UV-Vis do conjugado PAIm-12-ZnPc-BioTMC, em pH 

5,5. [ZnPc] = 510-6 mol L-1; [PAIm-12] = 2,8710-4 mol L-1; [BioTMC] = 0,55 g L-1. 
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A região de comprimento de onda abaixo de 400 nm representa a absorção de luz dos 

componentes das matrizes dos polímeros constituintes do CPE PAIm-12-ZnPc-BioTMC, como 

por exemplo do imidazol – na região abaixo de 300 nm[203], e também da quitosana, que 

apresenta uma transição -* na mesma região.[204]  

A seguir, caracterizações de tamanho e potencial Zeta foram realizadas. O tamanho dos 

conjugados de PAIm-12-ZnPc-BioTMC foi investigado por espalhamento dinâmico de luz. As 

leituras foram realizadas em triplicata e, a partir delas, montou-se o histograma presente na 

Figura 61, que indica um maior número de partículas na faixa dos 100 nm. O potencial Zeta foi 

determinado através da mesma técnica, também em triplicata (exemplo de medida na Figura 

62), resultando em uma carga superficial média de +29,2 mV.  
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Figura 61 – Histograma de distribuição de tamanhos para o conjugado PAIm-12-ZnPc-

BioTMC, obtido a partir da média aritmética de medidas realizadas em triplicata. [ZnPc] = 

510-6 mol L-1; [PAIm-12] = 2,8710-4 mol L-1; [BioTMC] = 0,55 g L-1. 
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Figura 62 – Resultado para uma das medidas de potencial Zeta da amostra de PAIm-12-ZnPc-

BioTMC. [ZnPc] = 510-6 mol L-1; [PAIm-12] = 2,8710-4 mol L-1; [BioTMC] = 0,55 g L-1. 

 

 

 Para fins de comparação, o intermediário PAIm-12-ZnPc também foi caracterizado 

quanto a tamanho e potencial Zeta. O tamanho médio obtido ficou em torno de 344 nm, com 

uma carga superficial positiva de +10,3 mV. O pequeno potencial Zeta encontrado para o 

complexo PAIm-ZnPc justifica a aplicação do polímero BioTMC para fins de estabilização do 

CPE, uma vez que o pequeno potencial Zeta pode favorecer processos de agregação de 

partículas, situação que se percebe ao analisarmos o maior tamanho encontrado para o 

intermediário. 
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Uma vez conjugada aos polímeros, as propriedades fotofísicas da ZnPc foram 

reavaliadas. Na Figura 63a, pode-se observar que o espectro de excitação da ZnPc apresenta 

perfil similar ao seu espectro de absorção em etanol, condição em que as moléculas se 

encontram em sua forma monomérica. A Figura 63b mostra que, após o encapsulamento ao 

PAIm-12-ZnPc-BioTMC a ZnPc apresenta emissão de fluorescência, indicando a solubilização 

do FS na forma monomérica. O comprimento de onda máximo de emissão de fluorescência 

encontra-se em 679 nm, resultando em um  de 109 cm-1. Para a ZnPc livre em etanol, o  

é de 223 cm-1. A diferença entre o comprimento de onda máximo de absorção e emissão se dá 

pela desativação do estado excitado através de conversão interna (CI). Ou seja, após o 

encapsulamento da ZnPc, os processos de desativação do estado excitado por CI são 

desfavorecidos, favorecendo a ocorrência de outros caminhos de desativação, conforme 

investigado abaixo.  

 

Figura 63 – (a) Espectro de excitação do conjugado PAIm-12-ZnPc-BioTMC, em pH 5,5, fenda 

5 nm. (b) Espectro de emissão de fluorescência do conjugado, em pH 5,5.  de excitação em 

605 nm, fenda em 5 nm.  [ZnPc] = 510-6 mol L-1; [PAIm-12] = 2,8710-4 mol L-1; [BioTMC] 

= 0,55 g L-1. 
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 O rendimento quântico de emissão de fluorescência e o tempo de meia vida da ZnPc no 

conjugado foi comparado ao da sua forma livre em etanol e em água. Os resultados estão 

registrados na Figura 64 e na Tabela 6. Foi possível observar uma redução de cerca de 64% no 

F da ZnPc após encapsulamento no conjugado, quando comparado ao de sua forma livre em 

etanol (Tabela 6). Considerando que os processos de desativação do estado excitado são 

competitivos, e o somatório dos percentuais de contribuição deve ser igual a 1, a redução das 
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transições S1→S0 por emissão de fluorescência pode favorecer o acontecimento de outros 

processos após a excitação da ZnPc, como, por exemplo, o cruzamento intersistema (CIS). O 

CIS é uma transição do tipo S1→ T1, onde a ZnPc passa do estado excitado singleto para o 

estado tripleto, havendo compatibilidade de spin com o oxigênio molecular (3O2, que, no estado 

fundamental, encontra-se também no estado tripleto). No momento em que o 3FS possui 

compatibilidade de spin com o 3O2, as reações de transferência de energia daquele para este são 

permitidas por spin, possibilitando a formação de oxigênio singleto (1O2), bem como as reações 

que envolvem transferência de elétrons e levam a formação de espécies radicalares de oxigênio, 

as chamadas EROs.[205] Ou seja, a redução no F da ZnPc após encapsulamento no conjugado 

pode favorecer o processo de CIS, levando a um aumento da quantidade de 1O2 e EROs 

formados, espécies altamente oxidantes que são responsáveis por produzirem o efeito citotóxico 

terapêutico em TFD. 
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Figura 64 – Espectros obtidos para os cálculos de rendimento quântico de fluorescência (F). 

(a) Espectros de absorção UV-Vis da ZnPc livre em etanol (linha preta), ZnPc livre em água 

(linha vermelha) e ZnPc conjugada ao PAIm-12-ZnPc-BioTMC (linha azul). As leituras de 

absorbância para o cálculo de F foram realizadas em 605 nm, correspondente ao comprimento 

de onda empregado na excitação. (b) Perfil de emissão da ZnPc em etanol. (c) Perfil de emissão 

da ZnPc em água. (d) Perfil de emissão da ZnPc no conjugado. [ZnPc] = 510-6 mol L-1. 
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Tabela 6 - F e  determinados experimentalmente para a ZnPc em diferentes microambientes. 

Amostra 
Absorbância  

(A, em 605 nm) 
Área (F) F  (ns) 

ZnPc em etanol 0,108 20526,44 0,53* 5,96±1,05 

ZnPc em água 0,325 104,16 9,3010-4 - 

PAIm-12-ZnPc-BioTMC 0,102 6965,22 0,19 5,39±0,80 

* A amostra ZnPc em etanol foi utilizada como padrão de comparação (R), tendo sido o valor 

de F retirado da literatura.[182] 

 

Os tempos de meia vida de emissão de fluorescência () foram medidos (Figura 65) e 

os valores determinados em etanol (5,96±1,05 ns) estão de acordo com os valores encontrados 

na literatura[206]. Em água, não foi possível determinar o , uma vez que o processo de emissão 

é suprimido neste solvente devido ao processo de autoagregação[207]. Os valores de  da ZnPc 
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em etanol e no CPE (5,39±0,80 ns) foram similares entre si, indicando que a espécie que emite 

fluorescência é a mesma em ambos os casos, e que no CPE a fração dessa espécie diminui 

levando a diminuição do F. Uma vez que nos espectros de absorção da ZnPc não se observou 

bandas características de agregados, atribui-se a diminuição observada ao favorecimento de 

outros caminhos de desativação do estado excitado. 

 

Figura 65 – Cinéticas de decaimento de fluorescência resolvida no tempo, em nanosegundos, 

empregando LED de 370 nm, filtro 380 nm, para determinação do  da ZnPc livre em etanol e 

ZnPc conjugada ao PAIm-12-ZnPc-BioTMC. 
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Os espectros de emissão também confirmam o encapsulamento da ZnPc no conjugado, 

uma vez que o CPE PAIm-12-ZnPc-BioTMC foi sintetizado e armazenado em solução aquosa, 

e, como podemos ver, a ZnPc livre em água não apresenta emissão de fluorescência (devido ao 

processo de autosupressão por formação de agregados). Se as moléculas de ZnPc da amostra 

PAIm-12-ZnPc-BioTMC estivessem em contato com a água, sem o revestimento polimérico 

do CPE, a amostra não apresentaria emissão de fluorescência. A junção dos espectros de 

absorção e emissão do conjugado confirmam que a ZnPc se encontra na forma monoméricas 

neste sistema. Ainda assim, para verificar a existência de distintas populações de ZnPc no 

conjugado, iodeto de potássio (KI) foi empregado como agente supressor de fluorescência.[208] 

Neste caso, o íon iodeto (I-) é capaz de suprimir a fluorescência das moléculas de ZnPc que 

possivelmente estejam presentes no lado externo dos agregados de PAIm-12 e Bio-TMC, não 

sendo capaz de afetar aquelas que se encontram encapsuladas em seu interior. A Figura 66 

mostra que a intensidade de emissão da amostra de PAIm-12-ZnPc-BioTMC não é afetada pela 

adição de diferentes concentrações de I-, confirmando a existência de ZnPc encapsulada no 

CPE. 
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Figura 66 – Perfis de emissão de fluorescência da ZnPc conjugada ao CPE PAIm-12-ZnPc-

BioTMC, com adições de alíquotas de uma solução aquosa de KI 3 mol L-1. 
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3.7.7 Investigação da geração de EROS e 1O2 por ZnPc livre e PAIm-12-ZnPc-BioTMC 

 

Uma vez conjugada ao CPE, tornou-se necessário averiguar se a ZnPc seria capaz de 

produzir EROs neste ambiente. Quando presentes em ambientes distintos, as propriedades 

fotoquímicas dos FS podem sofrer alterações, vindo a perder sua capacidade de geração de 

EROs, por exemplo, consequentemente tornando-se inativos em aplicações fotodinâmicas, 

como a TFD. Desta maneira, a capacidade de geração de EROs pela ZnPc conjugada ao CPE, 

perante absorção de luz (laser vermelho, 660 nm, 100 mW cm-2), foi comparada a da ZnPc livre 

em etanol, empregando a sonda ABDA, que é consumida na medida em que as espécies citadas 

são formadas. É possível observar, a partir dos espectros de absorção UV-Vis presentes nas 

Figuras 67 a e b, que a ZnPc tanto em sua forma livre em etanol quanto conjugada ao PAIm-

12-ZnPc-BioTMC é capaz de produzir EROs, uma vez que se percebe a degradação da sonda 

ABDA (em 398 ou 404 nm, respectivamente) a medida em que as amostras absorvem a luz 

vermelha do laser. Durante o experimento, sob absorção contínua da luz, a ZnPc sofreu foto-

oxidação, uma vez que as EROs produzidas por ela reagem não somente com a sonda ABDA, 

mas também com o próprio FS, causando sua degradação.  
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Figura 67 – Perfis UV-Vis de foto-oxidação de ABDA na presença de ZnPc livre em etanol (a) 

e de PAIm-12-ZnPc-BioTMC (b), empregando laser vermelho (660 nm, 100 mW cm-2). 

Cinéticas de foto-oxidação de ABDA e ZnPc para ZnPc livre em etanol (c) e PAIm-12-ZnPc-

BioTMC (d). [ABDA] = 110-5 mol L-1; [ZnPc] = 4,510-6 mol L-1. 
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As cinéticas de degradação da ABDA foram acompanhadas em 398 e 377 nm para a 

ZnPc livre em etanol e em 404 e 382 nm para a ZnPc conjugada ao CPE. Como se pode 

perceber, a presença dos polímeros recobrindo a molécula de ZnPc alterou o perfil de foto-

oxidação tanto da sonda quanto do FS, saindo de um processo de primeira ordem de uma única 

etapa na amostra com ZnPc livre (Figura 67 c), para um processo de duas etapas consecutivas 

de primeira ordem para a amostra de PAIm-12-ZnPc-BioTMC (Figura 67 d).  

A constante de velocidade de degradação da sonda ABDA na presença de ZnPc livre 

em etanol foi k1 = 0,087 min-1 (t1 = 11,44 min) (Figura 67c), enquanto no CPE dois estágios 

foram analisados (Figura 67d), sendo que na primeira etapa, referente a degradação de 56% do 

ABDA, k1 foi 0,47 min-1 (5,4 vezes mais rápido do que em etanol) e na segunda etapa, referente 

a degradação de 44% do ABDA, k2 foi de 0,011 min-1 (7,9 vezes mais lento do que em etanol). 
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A existência de duas etapas distintas na presença do CPE, podem indicar a formação de 

diferentes espécies reativas de oxigênio e diferentes acessibilidades da sonda a essas espécies. 

Conforme anteriormente mencionado, a ZnPc sofreu foto-oxidação durante o 

experimento em etanol e no CPE (Figuras 68 a e b).  Novamente, o que foi observado foi um 

processo de decaimento de absorbância de primeira ordem com dois estágios consecutivos para 

a amostra de PAIm-12-ZnPc-BioTMC, com um estágio inicial acelerado (kFB,1 = 0,348 min-1, 

t1 = 2,87 min) com degradação de cerca de 30% da ZnPC, seguido de um estágio final lento 

(kFB,2 = 0,004 min-1, t1 = 223,93 min) e degradação de 70% da ZnPc – Figura 68b. Ao comparar 

as kFB em etanol (kFB = 0,033 min-1, t1 = 30,23 min) e no CPE, tem-se um aumento de 10,6 

vezes na 1ª etapa no CPE em relação ao etanol, e na segunda etapa uma diminuição de 7,3 vezes 

no CPE em relação a ZnPc livre. Em comparação com a ZnPc livre houve um efeito total de 

proteção da ZnPc no CPE, visto que a velocidade de degradação de 70% do FS diminui 

significativamente. Para maior compreensão das espécies envolvidas nos processos foto-

oxidativos, avaliou-se as cinéticas de fotodegradação na presença de moléculas supressoras de 

espécies reativas de oxigênio. 

 

Figura 68 – Cinéticas de foto-oxidação da ZnPc, obtidas no experimento de geração de EROs 

empregando a sonda ABDA, para a amostra de ZnPc livre em etanol (a) e PAIm-12-ZnPc-

BioTMC (b). 
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O comportamento de foto-oxidação da sonda ABDA em ambos os sistemas também foi 

investigado na presença dos seguintes agentes supressores: azida de sódio (supressor de 1O2); e 

dimetilsulfóxido (DMSO, supressor de radical hidroxia •OH) (Figura 69), e os resultados estão 

sumarizados na Tabela 7. 
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Figura 69 - Perfil UV-Vis de foto-oxidação de ABDA (398 nm) na presença de ZnPc livre em 

etanol (a) e de PAIm-12-ZnPc-BioTMC (b), empregando azida de sódio como agente supressor 

de 1O2, com fonte de iluminação de laser vermelho (660 nm, 100 mW cm-2); (c) Cinética ABDA 

(398 nm) para ZnPc livre; (d) Cinética ABDA (404 nm) para ZnPc conjugada ao CPE; (e) 

Cinética de fotobranqueamento em 667 nm para ZnPc livre; (f) Cinética de fotobranqueamento 

em 674 nm para ZnPc conjugada. [ABDA] = 110-5 mol L-1; [azida] = 510-3 mol L-1; [ZnPc] 

= 4,510-6 mol L-1.  
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Tabela 7 – Constantes de velocidade (k) para a degradação da ABDA (k1 e k2) e constantes de 

velocidade de fotobranqueamento (kFB), para ZnPc livre em etanol e para PAIm-12-ZnPc-

BioTMC em água, a 25 ºC. As medidas foram realizadas na ausência e na presença de 

supressores. 

Supressor k (10-2 min-1) ZnPc livre PAIm-12-ZnPc-BioTMC 

 

-a 

k1  8,70±0,10 47,05±1,29 

k2  - 1,07±0,03 

kFB,1  3,30±0,03 34,84±3,87 

kFB,2 - 0,45±0,01 

 

Azidab 

k1  2,10±0,02 30,57±0,87 

k2  - 4,30±0,17 

kFB,1  2,02±0,02 28,82±2,21 

kFB,2 - 4,96±0,11 

 k1  9,42±0,14 44,08±0,45 

DMSOc k2  - 0,40±0,06 

 kFB  1,07±0,02 29,82±2,65 

a sem supressor, b na presença de azida de sódio (2 mol L-1), c na presença de DMSO 10%. 

 

  

Em etanol e na presença de azida de sódio (Figura 69a e 69c), observou-se uma 

diminuição de 4,1 vezes na velocidade de degradação do ABDA em relação ao experimento 

realizado na ausência do supressor. Destaca-se que, na amostra de ZnPc livre, há uma redução 

de 4 vezes da constante de velocidade na ausência de 1O2, saindo de 8,7010-2 min-1 para 

2,1010-2 min-1. Em adição, observou-se uma porcentagem de ABDA degradado de 38% 

(Figura 69c) na presença de azida de sódio e 98 % na ausência do supressor. Na presença de 

DMSO, supressor de •OH, não houve alterações significativas na velocidade de fotodegradação 

(vide Tabela 7). Estes resultados evidenciam a importância do 1O2 na fotodegradação do ABDA 

em etanol. Quando se analisa o efeito das espécies supressoras na decomposição do ABDA no 

CPE, observa-se para k1 uma diminuição de 1,6 vezes na presença de azida (de 47,0510-2 min-

1 para 30,5710-2 min-1 - Tabela 7), não havendo redução significativa na presença de DMSO. 

É importante mencionar que a diminuição de k1  de1,6 vezes é significativamente menor do que 

a observada em etanol, cuja diminuição foi de 4,1 vezes, evidenciando que no CPE a 

participação do 1O2 como espécie oxidante para o ABDA é menos importante. Além disso, a 
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degradação de ABDA em etanol na presença de azida mostrou uma degradação de 38% da 

molécula, enquanto na amostra de PAIm-12-ZnPc-BioTMC observou-se quase completa 

degradação da ABDA após 75 min de iluminação.  Para a segunda etapa da reação, observa-se 

uma diminuição de k2 de 2,6 vezes na presença de DMSO, indicando que no CPE a participação 

de radicais hidroxia é mais relevante do que em etanol, onde não se observou variações 

consideráveis. Estes resultados sugerem a mudança no mecanismo de fotodegradação do 

ABDA no CPE em relação ao etanol onde o oxigênio singleto é a principal espécie oxidante, 

sendo que no CPE o papel do radical •OH é fundamental. 
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Figura 70 – Espectros de absorção UV-Vis de foto-oxidação de ABDA (398 nm) na presença 

de ZnPc livre em etanol (a) e de PAIm-12-ZnPc-BioTMC (b), empregando DMSO como agente 

supressor de •OH, com fonte de iluminação de laser vermelho (660 nm, 100 mW cm-2); (c) 

Cinética ABDA (398 nm) para ZnPc livre; (d) Cinética ABDA (404 nm) para ZnPc conjugada 

ao CPE; (e) Cinética de fotobranqueamento em 667 nm para ZnPc livre; (f) Cinética de 

fotobranqueamento em 674 nm para ZnPc conjugada. [ABDA] = 110-5 mol L-1; 10% DMSO; 

[ZnPc] = 4,510-6 mol L-1. 
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O efeito dos agentes supressores ainda pode ser avaliado com relação ao 

fotobranqueamento da ZnPc em ambas as formas livre e conjugada, em 667 e 674 nm, 

respectivamente. Ao observamos as kFB para ZnPc livre, presentes na Tabela 7, podemos 

perceber que há uma redução mais significativa de kFB na presença de DMSO (de 3,3010-2 

min-1 para 1,0710-2 min-1 – redução de 3 vezes) do que na presença de azida (de 3,3010-2 

min-1 para 2,0210-2 min-1 – redução de 1,6 vezes), indicando que a principal espécie 

responsável pelo fotobranqueamento da ZnPc livre é o radical •OH, havendo contribuição em 

menor proporção do 1O2. Para o caso da ZnPc conjugada ao PAIm-12-ZnPc-BioTMC, não foi 

possível determinar a kFB do segundo estágio de degradação com DMSO, portanto a discussão 

foi realizada de forma qualitativa a partir dos perfis cinéticos presentes nas Figuras 69f e 70f. 

Na presença de azida, a ZnPc foi completamente fotobranqueada durante os 291 min de 

iluminação, ao passo em que, neste mesmo intervalo de tempo, na presença de DMSO, a ZnPc 

sofreu redução de apenas 24% de sua absorbância (de 1,43 para 1,08). Esta degradação ocorreu 

de forma muito acelerada - nos primeiros 11 min de iluminação – permanecendo constante a 

concentração de ZnPc até o fim do experimento. Os experimentos indicam que, uma vez 

conjugada ao PAIm-12-ZnPc-BioTMC, o radical •OH é a principal espécie responsável pelo 

fotobranqueamento da ZnPc. 

 

3.7.8 Fotoestabilidade  

 

A resistência ao fotobranqueamento da ZnPc na sua forma livre, em água e em etanol, 

e na forma conjugada (PAIm-12-ZnPc-BioTMC) foi investigada, empregando como fonte de 

iluminação um laser vermelho (660 nm, 100mW cm-2), cujo comprimento de onda de emissão 

é correspondente com a faixa de absorção de luz visível da ZnPc.  

Conforme esperado, em água a ZnPc apresenta alta resistência ao fotobranqueamento 

(Figura 71), uma vez que suas moléculas se apresentam na forma agregada (Figura 71a), 

condição que favorece a desativação do estado excitado S1 por conversão interna.[209] As 

cinéticas foram acompanhadas em 610 nm (comprimento de onda de absorção máximo do 

agregado) e em 667 (comprimento de onda empregado ao decorrer desta seção para ZnPc livre), 

entretanto, em nenhum dos casos observou-se fotobranqueamento (Figura 71b). 
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Figura 71 – (a) Perfil de absorção UV-Vis representativo dos 480 min de iluminação da amostra 

de ZnPc livre em água, empregando laser vermelho (660nm, 100 mW cm-2); (b) Cinética de 

fotobranqueamento de ZnPc livre em água em 610 e 667 nm. [ZnPc] = 2,1510-7 mol L-1. 
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 Em seguida, a fotoestabilidade da ZnPc em etanol (Figura 72) e conjugada ao CPE 

(Figura 73) foi investigada, bem como seus respectivos rendimentos quânticos de 

fotobranqueamento (FB – Tabela 8). Mais uma vez, as cinéticas de foto-oxidação da ZnPc 

mostraram perfil de primeira ordem, de uma única etapa para ZnPc livre em etanol (Figura 72b) 

e de duas etapas consecutivas para a ZnPc conjugada no CPE (Figura 73b). Em sua forma livre 

em etanol, a ZnPc apresentou maior resistência à foto-oxidação, apresentando menor constante 

de velocidade de fotobranqueamento (kFB = 0,011 min-1) quando comparada à sua forma 

conjugada ao PAIm-12-ZnPc-BioTMC (kFB,1 = 0,47 min-1; kFB,2 = 0,024 min-1). Em todas as 
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cinéticas fotoinduzidas apresentadas nesta Tese, a amostra de PAIm-12-ZnPc-BioTMC 

apresentou o mesmo comportamento de foto-oxidação para a ZnPc, com um primeiro estágio 

de decaimento acelerado, seguido de um segundo estágio mais lento.  

 O rendimento quântico de fotobranqueamento (foto-oxidação), FB, é uma medida da 

estabilidade da molécula submetida à foto-oxidação. Ainda que a ZnPc na amostra de PAIm-

12-ZnPc-BioTMC tenha apresentado menor fotoestabilidade, a mesma apresentou menor FB 

(0,071 na 1ª etapa e 0,0026 na 2ª etapa) quando comparado a sua forma livre em etanol (FB = 

0,12) – Tabela 8. Isso significa que, após a conjugação aos polímeros, uma parcela inferior dos 

fótons absorvidos é empregada em sua auto-oxidação, se comparamos o mesmo processo na 

ZnPc livre. É importante lembrar que a baixa fotoestabilidade é uma desvantagem quando se 

planejam CPEs carregados com FS para futuras aplicações biológicas.[210] 
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Figura 72 - (a) Espectros de absorção UV-Vis representativo dos 480 min de iluminação da 

amostra de ZnPc livre em etanol, empregando laser vermelho (660nm, 100 mW cm-2); (b) 

Cinética de fotobranqueamento de ZnPc livre em etanol em 667 nm. [ZnPc] = 2,1510-7 mol 

L-1. 
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Figura 73 - (a) Perfil de absorção UV-Vis representativo dos 60 min de iluminação da amostra 

de ZnPc conjugada ao PAIm-12-ZnPc-BioTMC, empregando laser vermelho (660nm, 100 mW 

cm-2); (b) Cinética de fotobranqueamento de ZnPc em 674 nm. [ZnPc] = 2,15 10-7 mol L-1. 
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Tabela 8 – Constantes de velocidade de fotobranqueamento (kFB) e rendimentos quânticos de 

fotobranqueamento (FB) para ZnPc livre e conjugada. 

 ZnPc livre em etanol PAIm-12-ZnPc-

BioTMC 

kFB,1  (10-2 min-1) 1,14±0,03 47,70±2,29 

kFB,2 (10-2 min-1) - 2,43±0,29 

FB 
0,12 0,071 na 1ª etapa 

0,0026 na 2ª etapa 
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3.7.9 Testes biológicos in vitro contra melanoma B16F10 

 

3.7.9.1 Ensaio colorimétrico de Sulforodamina B 

 

O potencial do CPE em causar citotoxicidade in vitro contra células de melanoma do 

tipo B16F10 foi analisado no escuro e após 30 min de iluminação (sistema de LED in vitro – 

luz branca “Warm White” LK1490_M006, 55,3 J cm-2). A densidade celular após a realização 

dos testes foi quantificada a partir do ensaio colorimétrico da Sulforodamina B. Os resultados 

obtidos estão dispostos na Figura 74.  

  

Figura 74 – Densidade celular (%) de células de melanoma B16F10 na ausência (grupo 

controle) e na presença de diferentes concentrações (0,25-5 M) de ZnPc livre em água (coluna 

azul), de PAIm-12-BioTMC (coluna preta) e de CPE (coluna vermelha), (a) no escuro e (b) na 

presença de luz branca (30 min, 55,3 J cm-2). 
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Analisando o comportamento das amostras no escuro (Figura 74a), pode-se perceber 

que não apresentaram efeito citotóxico nas menores concentrações (0,25 e 0,510-6 mol L-1), 

sendo que a partir de 110-6 mol L-1 a ZnPc em sua forma livre em solução aquosa começa a 

apresentar citotoxicidade significativa mesmo na ausência de fotoestímulo, chegando a 

provocar uma redução de densidade celular acima dos 75% na maior concentração (510-6 mol 

L-1). Este resultado evidencia a impossibilidade de aplicação do FS em sua forma livre, devido 

ao potencial em causar dano às células saudáveis, uma vez que seu efeito citotóxico não é foto-

dependente. Por outro lado, quando observamos o comportamento do grupo controle PAIm-12-

BioTMC e do CPE, podemos perceber que os mesmos não apresentam citotoxicidade no escuro 

até a concentração de 210-6 mol L-1, o que possibilitaria sua aplicação em condições que não 

excedam tal concentração. Para encerrar, salienta-se que o complexo polieletrolítico colaborou 

para uma redução da citotoxicidade da ZnPc no escuro, nas concentrações mais elevadas (de 1 

a 510-6 mol L-1). 

Para as amostras que receberam 30 min de iluminação de luz branca (55,3 J cm-2, 

Figura 74b), efeito citotóxico significativo passou a ser observado a partir de 110-6 mol L-1, 

onde percebeu-se uma redução gradativa da densidade celular a medida em que a concentração 

das amostras de ZnPc livre em água e de CPE aumenta. Na concentração de 210-6 mol L-1, 

que é a concentração de uso indicada segundo teste no escuro, o CPE apresentou o maior efeito 
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citotóxico em comparação com a ZnPc livre, causando uma redução de aproximadamente 55% 

da densidade celular, em comparação com 48% causados pela ZnPc livre. Nesta concentração, 

o conjugado polimérico PAIm-12-ZnPc causou redução de aproximadamente 20% do número 

de células de melanoma.  

Quando os dois são comparados, é possível observar o papel da iluminação na ativação 

do FS inserido no CPE, fator fundamentalmente responsável pela ação fotodinâmica do mesmo. 

Na concentração ideal de aplicação do CPE, 2M, pode-se dizer que o CPE foi capaz de reduzir 

mais da metade do número de células de melanoma, sem apresentar qualquer prejuízo às células 

no escuro, demostrando aplicação segura (até o ponto em que os testes in vitro foram capazes 

de avaliar) e potencial para aplicações futuras em TFD.  

 

 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

Na Parte II desta Tese de Doutorado obteve-se a partir da quitosana, o derivado TMC. 

A TMC foi caracterizada por RMN de 1H, FT-IR, análise elementar, e titulação 

potenciométrica. A TMC foi funcionalizada com biotina formando a Bio-TMC, que foi 

caracterizada por FT-IR e RMN 1H. O polímero PAIm-12 foi obtido sintetizado e caracterizado 

RMN 1H, FT-IR, e titulação potenciométrica. A concentração agregacional crítica (cac) do 

PAIm-12 foi avaliada utilizando pireno como sonda de fluorescência, observando-se que os 

valores de cac diminuíram com o aumento do pH. Complexos polieletrolíticos contendo PAIm-

12 e Bio-TMC foram obtidos, e possibilitaram a incorporação de Zn-Pc na forma monomérica. 

Os CPE apresentaram diâmetro hidrodinâmico de 100 nm, e potencial Zeta de +29,2 mV, 

enquanto os agregados de PAIm-12 mostraram tamanho médio em torno de 344 nm, com uma 

carga superficial positiva de +10,3 mV. O menor tamanho e o maior potencial zeta do CPE são 

fatores importantes para a estabilidade da partícula, e aplicações biológicas. Em adição, os 

complexos polieletrolíticos foram caracterizados por FT-IR, evidenciando a coordenação axial 

do zinco da ftalocianina com os grupos carboxilato do PAIm-12. 

As propriedades fotofísicas da ftalocianina incorporada no CPE foram avaliadas, e 

verificou-se que as bandas características de absorção e de emissão do FS na forma monomérica 

estavam presentes. No CPE, o deslocamento de Stokes,  , para a Zn-Pc foi de 109 cm-1, 

enquanto em etanol, o  foi de 223 cm-1. A diferença observada indica uma mudança do 
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ambiente do FS, indo em encontro com a formação axial do metal com ligantes presentes no 

polímero, em concordância com as análises de infravermelho. Em adição, o rendimento 

quântico de fluorescência da Zn-Pc no CPE diminui quase três vezes em relação ao etanol, 

enquanto o tempo de vida permaneceu praticamente inalterado.  

A capacidade da ftalocianina em gerar EROS em etanol e CPE foi avaliada usando 

ABDA como sonda química, evidenciando a formação de EROs. Em etanol, tanto a degradação 

do ABDA como a do FS seguiram modelos cinéticos de 1ª ordem, enquanto no CPE tanto a 

fotodegradação do FS como a do ABDA seguiram modelos com duas etapas consecutivas de 

1ª ordem. Ensaios usando azida como espécie supressora para oxigênio singlete e DMSO para 

radical hidroxia, indicaram que a degradação do ABDA é diretamente relacionada a formação 

de oxigênio singlete, enquanto a degradação do FS é dependente de radicais •OH. Em adição, 

a formação de oxigênio singlete foi mais evidenciada em etanol, enquanto a formação das 

espécies radicalares aumentou no CPE, sendo que a mudança observada na geração das EROs 

pode ser explicada pela formação de complexos do FS e do CPE. 

Os testes biológicos indicaram que o CPE foi capaz de reduzir significativamente a 

citotoxicidade da ZnPc no escuro, tornando segura sua aplicação até a concentração de 210-6 

mol L-1. Na presença de luz, o CPE foi capaz de reduzir mais da metade da quantidade de células 

de melanoma em uma única aplicação do tratamento, na mesma concentração mencionada. 

 De maneira geral, os resultados obtidos sugerem a obtenção de CPE capaz de 

solubilizar a ZnPc, e a formação de coordenação axial do zinco ao grupo carboxilato do 

polímero, levando a modificações nas propriedades fotofísicas de interesse para aplicações 

fotodinâmicas como o rendimento quântico de fluorescência, rendimento de 

fotobranqueamento, e geração de espécies reativas de oxigênio.  
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 CONCLUSÕES GERAIS E PERSPECTIVAS 

 

A presente Tese de doutorado abordou a síntese, caracterização e aplicação biológica 

in vitro de dois sistemas planejados para encapsulamento de FS e aplicação em fototerapias 

para o tratamento de câncer. O primeiro sistema, um conjugado obtido a partir do emprego de 

nanopartículas de ouro aniônicas eletrostaticamente combinadas ao FS AM e recobertas com o 

polímero HTTC, HTCC-AM-AuNPs, e o segundo, um CPE obtido a partir da combinação dos 

polieletrólitos BioTMC e PAIm-12, para solubilização do FS ZnPc, PAIm-12-ZnPc-BioTMC. 

De forma geral, ambos os sistemas apresentaram pequeno tamanho (~150 nm e 100 nm, 

respectivamente) o que os torna compatíveis com direcionamento passivo por efeito EPR. Além 

disso, a biotina presente no CPE pode apresentar a capacidade de direcionamento ativo através 

do mesmo efeito, o que poderá ser alvo de investigação em futuros estudos in vivo. Ambos os 

sistemas também apresentaram potencial Zeta positivo, o que contribui para a estabilidade dos 

mesmos em meio aquoso.  

É importante citar, também, que apesar da redução de algumas das propriedades 

fotofísicas dos FS uma vez encapsulados – como F, por exemplo – as espécies fotoativadas se 

mostraram capazes de produzir EROs em quantidade suficiente para promover dano celular 

considerável a células de câncer, assim como foi observado através dos testes biológicos in 

vitro. No caso do conjugado HTCC-AM-AuNPs, testado contra células de câncer de mama 

MDA-MB231, o AM apresentou mesmo efeito citotóxico em relação àquele apresentado por 

sua forma livre, ainda que este tenha apresentado uma maior capacidade de geração de EROs 

do que aquele. Isso se explica, provavelmente, pela combinação entre AuNPs-FS, em que as 

nanopartículas contribuíram para elevar o efeito terapêutico do FS. Além disso, o recobrimento 

com a camada polimérica de HTCC contribuiu para a redução da toxicidade do AM no escuro, 

característica essencial para futuras aplicação in vivo. Para o CPE, testado contra células de 

melanoma B16F10, a aplicação do escuro se mostrou segura até a concentração de 210-6 mol 

L-1, sendo que, mediante iluminação, esta concentração foi capaz de reduzir cerca de 55% da 

viabilidade celular. 

Em suma, os dois sistemas propostos apresentaram propriedades fotoquímicas e 

fototerapeuticas interessantes, mostrando-se promissores para futuras aplicações biológicas in 

vivo, tema que ainda deve ser estudado.  
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APÊNDICE A – DADOS EXPERIMENTAIS DE VISCOSIDADE DA 

QUITOSANA 

  

Tabela A 1 – Dados experimentais obtidos no experimento de viscosidade intrínseca da 

quitosana em uma solução aquosa contendo ácido acético 0,3 mol L-1 e acetato de sódio 0,2 

mol L-1. 

Concentração 

de Quitosana 
Densidade  rel esp red 

g mL-1 g mL-1 mPa s-1 - - mL g-1 

0 1,00342 1,0919 1 0 - 

1,010-4 1,00342 1,1561 1,05880 0,05880 587,96 

2,010-4 1,00342 1,2353 1,13133 0,13133 656,65 

3,010-4 1,00348 1,3321 1,21998 0,21998 733,27 

4,010-4 1,00349 1,4309 1,31047 0,31047 776,17 

5,010-4 1,00357 1,5500 1,41954 0,41954 839,09 
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APÊNDICE B – ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA QUITOSANA 

 

Figura B 1 – Espectro de infravermelho da quitosana (400-4000 cm-1) empregado na 

caracterização e no cálculo do GDFT-IR. As bandas destacadas em 3300 e 1420 cm-1 são 

representativas dos monômeros desacetilados da quitosana, ao passo que a banda em 1320 cm-

1 representa o monômero acetilado.  
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Figura B 2 – Destaque do infravermelho da quitosana plotado em absorbância, na região de 

interesse dos picos em 1324 cm-1 e 1424 cm-1 e suas respectivas áreas, utilizadas para calcular 

o GDFT-IR pela Equação 7. 
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Figura B 3. Espectros de absorção infravermelho da quitosana e da TMC, em ampliação. 
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APÊNDICE C – COEFICIENTE DE ABSORÇÃO MOLAR DAS AUNPS 

 

Figura C 1 – (a) Espectros de absorção de UV-Vis e (b) Curva de calibração para determinação 

de  de AuNPs em água, 25 ºC. 
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APÊNDICE D – COEFICIENTE DE ABSORÇÃO MOLAR DO 

CONJUGADO HTCC-AM-AUNPS 

 

Figura D 1 – (a) Espectros de absorção de UV-Vis do HTCC-AM-AuNPs em água, as 

concentrações do conjugado variam de 0 a 3,910-11 mol L-1. (b) Regressão linear para 

determinação do HTCC-AM-AuNPs, em água, 25 ºC. 
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APÊNDICE E – COEFICIENTE DE ABSORÇÃO MOLAR DA ZNPC EM 

ETANOL E EM ÁGUA 

 

Figura E 1 – (a) Espectros de absorção de UV-Vis da ZnPc em etanol, em diferentes 

concentrações (0 a 4,5310-6 mol L-1). Os comprimentos de onda de máxima absorção de luz, 

bem como as bancas às quais correspondem estão destacados. (b) Regressão linear para a 

determinação do ZnPc,etanol em 664 nm. (c) Regressão linear para a determinação do ZnPc,etanol 

em 605 nm. 
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Figura E 2 – (a) Espectros de absorção de UV-Vis da ZnPc em água, em diferentes 

concentrações (0 a 3,6010-5 mol L-1). O comprimento de onda de máxima absorção de luz 

ocorre em 615 nm. (b) Regressão linear para a determinação do ZnPc,água em 615 nm. 
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APÊNDICE F – CURVAS DE TITULAÇÃO POTENCIOMÉTRICA PARA 

PAIM E PAIM-12 

Figura F 1 – Curvas de titulação potenciométrica para o PAIm (a) e para o PAIm-12 (b). O 

número de mols de polímero titulado foi de 110-4 mol, equivalente a 28 mg para o PAIm e 45 

mg para o PAIm-12. Solução titulante empregada - KOH 0,085 mol L-1, 25 ºC.  
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APÊNDICE G - PERFIS DE EMISSÃO DE FLUORESCÊNCIA DO PIRENO 

EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE PAIM-12 

 

Figura G 1 – Perfis de emissão de fluorescência de pireno em titulação com PAIm-12 em (a) 

pH 2,5; (b) pH 5,5 (Tampão Bis-Tris 0,1 mol L-1) e (c) pH 9,0 (Tampão Tris 0,1 mol L-1). 

[pireno] = 510-7 mol L-1. 
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ANEXO A – CARACTERÍSTICAS DA FONTE DE EMISSÃO DE LUZ 

BRANCA “QUENTE” – SISTEMA LED IN VITRO K1490_M006 

 

Figura AA 1 – (a) Irradiância espectral do sistema de LED in vitro, modelo K1490_M006, luz 

branca. (b) Curva de calibração de irradiância versus porcentagem de PWM. 
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