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RESUMO 

 

A terapia fotodinâmica (TFD) é uma estratégia terapêutica baseada na associação 

entre fotossensibilizador (FS), luz e oxigênio molecular, resultando na formação de 

espécies reativas capazes de induzir danos celulares. Entretanto, sua eficiência pode 

ser limitada em tumores sólidos devido à hipóxia, caracterizada pela baixa 

disponibilidade de O₂ no microambiente tumoral. Nesse contexto, nanocarreadores 

contendo segmentos perfluorados constituem uma estratégia promissora, devido à 

capacidade desses domínios de dissolver gases e modular a disponibilidade local de 

oxigênio. Neste trabalho, foram desenvolvidos e caracterizados sistemas micelares à 

base de Pluronic® F127 modificado com cadeias perfluoradas (F127-PFC), visando à 

incorporação de rosa de bengala (RB) como FS. Para comparação, foi avaliado o 

copolímero análogo não fluorado F127-OA. Os copolímeros foram caracterizados por 

FTIR, RMN, TGA/DTG e DSC, enquanto as formulações micelares foram avaliadas 

quanto às propriedades coloidais, interação com a RB, eficiência de encapsulamento, 

geração indireta de oxigênio singleto e oxigênio dissolvido. As caracterizações 

estruturais indicaram a preservação da matriz do Pluronic® F127 e corroboraram a 

presença dos grupos introduzidos nos copolímeros modificados. As análises térmicas 

mostraram comportamento semelhante entre F127-OA e F127-PFC. As formulações 

apresentaram agregados nanométricos em meio aquoso, embora com ampla 

distribuição de tamanhos, e elevada eficiência de encapsulamento da RB, superior a 

90%. Os estudos espectroscópicos e fotofísicos indicaram que a RB permaneceu 

incorporada e fotoquimicamente ativa nos sistemas micelares, mantendo a 

capacidade de gerar oxigênio singleto no ensaio indireto com ABDA. O sistema 

perfluorado apresentou menor fotodegradação do FS e tendência à maior 

incorporação de oxigênio dissolvido após agitação. Assim, os resultados indicam que 

o F127-PFC modifica o microambiente micelar e apresenta potencial como plataforma 

a ser otimizada para aplicações em TFD, especialmente em condições hipóxicas. 

Palavras-chave: terapia fotodinâmica, hipóxia tumoral, Pluronic® F127, 

perfluorocarbonos, rosa de bengala, oxigênio singleto. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O câncer permanece como um dos principais desafios clínicos, sociais e 

científicos da atualidade, tanto pela elevada incidência quanto pela complexidade dos 

mecanismos envolvidos na progressão tumoral e na resposta terapêutica. Em escala 

global, as estimativas indicam aproximadamente 35,3 milhões de novos casos e cerca 

de 18,5 milhões de mortes por câncer até o ano de 2050 em razão do crescimento 

populacional, envelhecimento e desigualdades no acesso à prevenção, ao diagnóstico 

e ao tratamento.1 No Brasil, a estimativa do Instituto Nacional do Câncer (INCA) para 

o triênio de 2026-2028 aponta aproximadamente 781 mil novos casos por ano, ou 

cerca de 518 mil quando excluídos os tumores de pele não melanoma, evidenciando 

que a busca por estratégias terapêuticas complementares, mais seletivas e menos 

invasivas continua sendo uma pauta atual e relevante para a saúde pública.2 

 Apesar dos avanços nos tratamentos atuais, como radioterapia, quimioterapia, 

imunoterapia e terapias-alvo, os tumores sólidos ainda apresentam limitações 

importantes relacionadas à heterogeneidade celular, à distribuição irregular de 

fármacos, à toxicidade e ao surgimento de resistência ao tratamento. A compreensão 

atual do câncer não considera apenas a célula tumoral isolada, mas também o 

microambiente no qual ela se desenvolve, incluindo a matriz extracelular, os vasos 

sanguíneos anômalos, os fibroblastos associados ao câncer, as células imunes, a 

disponibilidade de nutrientes, a acidez e a concentração de oxigênio.3 Nessa 

conjuntura, a redução da disponibilidade de O2 no microambiente tumoral se destaca 

como um fator crítico, uma vez que essa condição favorece a adaptação metabólica, 

a angiogênese descontrolada, invasão e a resistência frente a terapias dependentes 

de oxigênio.4 

 Entre as abordagens investigadas, destaca-se a terapia fotodinâmica (TFD), 

que surge nesse cenário como um tratamento localizado, baseado na combinação 

entre um fotossensibilizador (FS), luz em um comprimento de onda compatível com a 

absorção do FS e oxigênio molecular (3O2). Após a absorção da luz, o FS pode 

alcançar estados eletronicamente excitados que participam de processos de 

transferência de energia, elétrons ou prótons, formando espécies reativas de oxigênio 

(EROs) capazes de oxidar lipídios, proteínas, ácidos nucleicos e outros componentes 

celulares.5 A possibilidade de controlar espacialmente a irradiação de luz confere à 

TFD uma vantagem relevante em relação a outros tratamentos convencionais. Não 
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obstante, a dependência de oxigênio também representa uma limitação da terapia 

frente a tumores hipóxicos, especialmente quando a resposta fotodinâmica depende 

majoritariamente da formação de oxigênio singleto (1O2).6 

 A eficiência da TFD resulta da integração entre as propriedades fotofísicas do 

FS, sua localização, a disponibilidade de oxigênio, a penetração da luz e as 

características do microambiente em que o sistema se encontra. Por isso, 

nanocarreadores têm sido amplamente investigados como plataformas capazes de 

modular parâmetros associados à eficiência terapêutica, visando melhorar a 

solubilidade, a estabilidade e a distribuição do FS.7 Entre os sistemas, as micelas 

formadas por copolímeros anfifílicos são de particular interesse, já que podem 

incorporar as moléculas orgânicas em domínios menos polares e, ao mesmo tempo, 

manter as dispersões coloidais em meio aquoso.8 

 O Pluronic® F127, também comercializado como poloxâmero 407, é um 

copolímero tribloco do tipo PEO-PPO-PEO (poli(óxido de etileno)-poli(óxido de 

propileno)-poli(óxido de etileno)) amplamente empregado em sistemas de entrega por 

apresentar caráter anfifílico e baixa toxicidade.8 Modificações em sua estrutura 

permitem ajustar a estabilidade das micelas, a interação com as moléculas 

incorporadas e, no caso de segmentos fluorados, podem influenciar na disponibilidade 

local de O2. No caso da TFD em ambientes hipóxicos, a introdução de segmentos 

perfluorados é uma estratégia de interesse, porquanto perfluorocarbonos (PFCs) 

apresentam elevada capacidade de dissolução física de gases e podem atuar como 

reservatórios de O2 em estruturas adequadas.9 

 No contexto do presente trabalho, o Pluronic® F127 foi utilizado como base 

para a obtenção de dois copolímeros modificados, o F127-OA, contendo a cadeia 

octanoíla não fluorada como controle, e o F127-PFC, contendo o segmento 

perfluorado. A presença do análogo não fluorado permite avaliar, de forma 

comparativa, os efeitos associados à introdução do domínio fluorado. A RB foi 

selecionada como FS, sendo um corante xantênico halogenado com absorção intensa 

na região do visível (λmax ≈ 550 nm em meio aquoso),10 característica compatível com 

processos de fotoativação na TFD.11 Desse modo, o presente trabalho propõe 

sintetizar, caracterizar e avaliar sistemas micelares baseados em F127-OA e F127-

PFC contendo RB para comparar como a natureza da modificação influencia as 

propriedades estruturais, coloidais, espectroscópicas e fotodinâmicas em meio 

aquoso, atentando-se principalmente à dissolução de oxigênio. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Câncer e o microambiente tumoral 

 O câncer corresponde a um conjunto de mais de cem doenças caracterizadas 

por proliferação celular desregulada, evasão de mecanismos de controle, capacidade 

de invasão e, em muitos casos, metástase.3 As capacidades funcionais do câncer 

constituem um conjunto de características adquiridas ao longo da transformação 

neoplásica, permitindo que células tumorais sustentem proliferação, resistam a 

mecanismos supressores, evitem morte celular, promovam angiogênese, invadam 

tecidos e interajam de maneira dinâmica com o microambiente tumoral.12 Esse 

conjunto de características evidencia que, na prática, o tumor é um tecido dinâmico, 

heterogêneo e com um microambiente distinto daquele observado em tecidos 

normais. 

 No contexto do microambiente tumoral, a progressão da doença envolve uma 

interação contínua entre células neoplásicas, matriz extracelular, fibroblastos 

associados ao câncer, células endoteliais, pericitos e outros componentes celulares e 

não celulares.12 Essa rede de interações provoca alterações na disponibilidade de 

oxigênio, pH, nutrientes e pressão intersticial e, como consequência, diferentes 

regiões de um mesmo tumor podem apresentar ambientes distintos. Uma região 

próxima aos vasos sanguíneos pode receber maior aporte de oxigênio e nutrientes, 

enquanto áreas mais distantes de vasos funcionais ou sujeitas à compressão vascular 

podem apresentar menor aporte de oxigênio e nutrientes, acúmulo de metabólitos 

ácidos e hipóxia.4,13 

 A angiogênese, que é a formação de novos vasos sanguíneos a partir de vasos 

existentes, pode ser induzida pelo tumor, o que resulta em vasos tortuosos, 

permeáveis e dilatados. Essa vasculatura hiperpermeável pode favorecer a 

extravasação e retenção de macromoléculas no tecido tumoral, fenômeno conhecido 

como efeito de permeabilidade e retenção aumentadas (Efeito EPR).14 Todavia, essa 

arquitetura anômala também está associada ao fluxo sanguíneo irregular, ao aumento 

da pressão intersticial, às regiões de estase e compressão vascular, reduzindo o 

fornecimento homogêneo de oxigênio. Desse modo, o tumor pode simultaneamente 

ser mais permissivo à extravasação de macromoléculas e menos eficiente na 

distribuição uniforme de oxigênio.15 
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2.1.1 Hipóxia tumoral 

 

 A hipóxia é uma condição na qual a disponibilidade de oxigênio em um tecido 

é inferior à demanda necessária para manter o metabolismo local. Nos tumores 

sólidos, essa condição está associada à redução da pressão parcial de oxigênio (pO2) 

em relação a tecidos normais. Embora os valores possam variar conforme o tipo 

tumoral, o método de medida e a região analisada, a hipóxia tumoral é frequentemente 

associada a valores de pO2 inferiores a aproximadamente 10 mmHg, enquanto muitos 

tecidos normais apresentam valores médios mais elevados, geralmente na faixa de 

40 a 60 mmHg. Tal redução pode ocorrer por difusão limitada, quando as células estão 

afastadas de vasos sanguíneos funcionais, ou por limitação da perfusão, quando o 

fluxo sanguíneo é irregular ou insuficiente. Em ambos os casos, a distribuição de O2 

torna-se heterogênea, formando gradientes espaciais e temporais no interior da 

massa tumoral.16 

 A resposta celular à hipóxia é mediada principalmente por fatores induzidos por 

hipóxia, especialmente o fator HIF-1, conforme representado na Figura 1. O HIF-1 é 

um fator de transcrição heterodimérico composto por duas subunidades: HIF-1α, cuja 

estabilidade é regulada pela disponibilidade de oxigênio, e HIF-1β (também 

denominado ARNT - Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator), que é 

expressa de forma contínua na célula independente dos níveis de oxigênio. Em 

condições normóxicas, a subunidade HIF-1α é hidroxilada por enzimas prolil-

hidroxilases dependentes de O2, favorecendo seu reconhecimento pelo complexo 

associado à proteína de von Hippel-Lindau e sua posterior degradação proteossamal. 

Já em hipóxia, a redução da disponibilidade de oxigênio limita esse processo de 

hidroxilação, permitindo a estabilização do HIF-1α, sua translocação para o núcleo, 

dimerização com HIF-1β e ativação de genes associados à adaptação celular, 

incluindo angiogênese, metabolismo glicolítico, sobrevivência e regulação do pH. 

Dessa forma, a hipóxia atua como uma pressão seletiva no microambiente tumoral, 

favorecendo fenótipos mais agressivos, invasivos e resistentes à terapia.17,18 

 
Figura 1. Representação esquemática da hipóxia em um tumor sólido, evidenciando 
regiões centrais com menor disponibilidade de O2. 
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Fonte: Elaborado a partir dos conceitos de Basheeruddin e Qausain.17 Criado 

utilizando BioRender.com  

 

 A acidez também é uma característica relevante de muitos tumores sólidos, já 

que o metabolismo favorece a atividade glicolítica mesmo na presença de oxigênio, 

fenômeno conhecido como efeito Warburg.19 A produção de lactato contribui para 

reduzir o pH extracelular tumoral, que frequentemente se encontra em valores mais 

ácidos, aproximadamente na faixa de 6,5 a 6,9, enquanto tecidos normais apresentam 

pH extracelular mais próximo da neutralidade fisiológica, em torno de 7,2 a 7,4.20 A 

acidez e a hipóxia estão frequentemente associadas, já que a baixa disponibilidade 

de oxigênio estimula rotas glicolíticas e aumenta a produção de lactato, portanto, tais 

fatores influenciam diretamente a permeabilidade e principalmente a resposta 

terapêutica. Para a TFD, principalmente para os casos em que a geração de 1O2 é a 

rota principal de atuação (mecanismo do tipo II) tais condições se encontram como 

fatores limitantes. Dessa forma, mesmo que o FS absorva luz adequadamente, nesse 

microambiente tumoral a eficiência fotodinâmica pode ser reduzida.21 

 

2.2 Terapia fotodinâmica  

  

 A TFD é uma modalidade terapêutica baseada na associação entre um FS, luz 

e oxigênio molecular. A etapa inicial é a absorção da radiação eletromagnética pelo 

FS. Essa absorção acontece quando a energia do fóton coincide com a diferença de 



16 

energia entre estados eletrônicos permitidos dessa molécula. Geralmente, os 

cromóforos apresentam sistemas de ligações duplas conjugadas. Esses sistemas 

permitem transições eletrônicas tipo π→π* ou n→π*. A conjugação reduz a diferença 

energética entre orbitais ocupados e desocupados. Como consequência, a absorção 

é deslocada para maiores comprimentos de onda, frequentemente na região do 

visível, essa característica torna esses compostos FS desejáveis por fontes de luz 

visível e adequados para a TFD.22 

 As transições n-π* são relevantes em moléculas que possuem heteroátomos 

com pares de elétrons não ligantes, como oxigênio, nitrogênio e/ou halogênios. 

Nessas moléculas, a absorção de luz pode envolver a promoção de elétrons de 

orbitais não ligantes para orbitais π* do sistema conjugado. A posição e a intensidade 

das bandas de absorção, entretanto, não dependem apenas da estrutura do 

cromóforo, mas também do solvente, do pH, da polaridade do microambiente e de 

interações específicas, incluindo a agregação molecular ou associação com sistemas 

organizados, como micelas. Após a absorção da luz, o FS é promovido de um estado 

fundamental singleto (S0) para um estado excitado singleto (S1). Esse estado é 

formado por um período extremamente curto e pode liberar a energia absorvida por 

diferentes meios. A Figura 2 representa o diagrama de Jablonski, apontando as 

possíveis transições eletrônicas em uma mesma molécula, sendo por meios não 

radiativos, sofrendo conversão interna (CI) e relaxamento vibracional (RV), ou por 

meios radiativos, como fluorescência ou, e em casos de cruzamento intersistemas 

(CIS), fosforescência.22,23 

 

Figura 2. Diagrama de Jablonski.  
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Fonte: Elaborado a partir dos conceitos de Frackowiak.24 

 O CIS é uma transição isoenergética entre estados eletrônicos de 

multiplicidades diferentes, ocorrendo, por exemplo, de um estado singleto excitado S1 

para um estado tripleto T1. Essa transição de multiplicidade envolve a inversão de spin 

e é proibida por regras de seleção. Contudo, há algumas moléculas nas quais ocorre 

o acoplamento spin-órbita devido à presença de átomos de maior número atômico, tal 

comportamento “mistura” parcialmente o caráter dos estados eletrônicos, o que faz 

com que nessas moléculas o CIS se torne possível.25 Tal efeito também pode ser 

chamado de efeito do átomo pesado devido à presença de átomos de maior número 

atômico. Para cromóforos halogenados, a presença do halogênio pode também servir 

como átomo pesado para a CIS da molécula, favorecendo o aumento da população 

do estado tripleto.26,27 

 A partir do estado tripleto, o FS pode seguir dois mecanismos. No mecanismo 

tipo I, ocorre a transferência de elétrons entre o FS e substratos próximos, gerando 

assim espécies radicalares, esses radicais podem reagir com o oxigênio formando 

espécies como ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radicais hidroxila.28 Já no 

mecanismo tipo II, a energia é transferida diretamente do FS no estado T1 para o 3O2, 

gerando oxigênio singleto, 1O2, uma espécie altamente reativa e citotóxica.23 Ambos 

os mecanismos podem ocorrer simultaneamente, entretanto o 1O2 apresenta curto 

tempo de vida por ser tão reativo e, consequentemente, possui uma distância de 

difusão bastante limitada, o que torna a localização de sua geração de suma 
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importância, pois para a TFD é necessário avaliar se o FS está localizado onde o 3O2 

consegue acessá-lo de maneira eficiente.22,23 

 A TFD é vantajosa em relação ao tratamento de câncer, pois pode apresentar 

seletividade espacial e temporal, já que a ativação depende da iluminação localizada 

do FS.29 Apesar disso, ela também apresenta desafios para sua eficácia, sendo uma 

delas a penetração da luz no tecido, já que comprimentos de onda na região do azul 

e do verde são mais absorvidos e espalhados por componentes biológicos, enquanto 

a região do vermelho tende a apresentar maior penetração.29 Por conseguinte, FSs 

de menor penetração podem ser adequados para aplicações mais superficiais, 

enquanto para tumores profundos é ideal a absorção próxima da janela terapêutica  

(600-800 nm).22,29 Outros fatores também devem ser observados, como o 

fotobranquamento, resultado de reações não desejáveis do FS excitado que 

acarretam na perda da eficiência fotodinâmica30. Em alguns sistemas a agregação 

das moléculas de FS pode favorecer a desativação não radiativa e reduzir o tempo de 

vida de estados excitados.28,31 E, por fim, a disponibilidade de O2, já que a terapia 

necessita do consumo dessa espécie para a ocorrência do mecanismo tipo II, 

desejável para o tratamento. Nesse cenário, em ambientes hipóxicos esse se torna o 

maior desafio a ser enfrentado para a eficiência terapêutica.28 

 

2.3 Fotossensibilizadores  

 

 Um FS adequado para a TFD deve apresentar baixa toxicidade no escuro, 

absorção eficiente em um comprimento de onda apropriado, boa rendimento quântico 

do estado tripleto e uma capacidade de gerar EROs após fotoativação.23 FS de 

primeira geração, como os derivados hematoporfirínicos, foram fundamentais para 

consolidar a TFD, porém apresentavam absorção limitada, enquanto os de segunda 

geração buscaram estruturas e propriedades fotoquímicas e fotofísicas mais 

favoráveis.32 Já os de terceira geração envolvem  FSs associados a sistemas capazes 

de aumentar a seletividade e melhorar o controle do microambiente.33 Dentre as 

diferentes classes investigadas, destacam-se os corantes xantênicos.  

 

2.3.1 Corantes xantênicos e Rosa de Bengala 
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 Os corantes xantênicos constituem uma classe de cromóforos que inclui 

fluoresceína, eosina, eritrosina e a rosa de bengala são representados na Figura 3. O 

núcleo xantênico fornece o sistema π conjugado capaz de absorver luz na região do 

visível. Substituintes halogenados modulam as propriedades eletrônicas, com o 

favorecimento do CIS por motivos previamente abordados. Tais características 

justificam o interesse dos xantenos como FS.34,35 

 A RB (2,4,5,7- tetraiodo-3,4´,5´,6´-tetraclorofluoresceína) é um desses corantes 

xantênicos halogenados, usualmente empregado como sal dissódico11, vista na 

Figura 3, que contém átomos de iodo no núcleo xantênico e átomos de cloro no anel 

benzoico. Dessarte, a RB é reconhecida por sua capacidade de geração de 1O2.11 

Além do uso para a TFD, a RB também possui histórico de aplicação oftalmológica, 

sendo aprovada como corante para a avaliação de alterações na superfície ocular, o 

que reforça sua relevância clínica.36,37 A RB apresenta absorção na região do verde, 

com máxima absorção aproximadamente em 560 nm.38 Embora essa região 

apresente menor penetração tecidual da luz do que comprimentos de onda no 

vermelho, ela é adequada para sistemas em que a localização do FS é favorecida.  

 

Figura 3. Representação esquemática para alguns xantenos em pH fisiológico. 

  

Fonte: Adaptado de Mchedlov-Petrossyan et al.39 e Doring.40 

 

 As propriedades da RB dependem de sua forma protolítica e tautomérica, 

Figura 4. Na literatura são descritos equilíbrios entre espécies catiônicas (CAT), 

neutras, monoaniônicas e dianiônicas (DA). Para a forma neutra existem três 

possíveis formas tautôméricas, sendo elas: lactona (NEL), quinóide (NEQ) e 

zwitteriônica (NEZ). De forma semelhante, a espécie monoaniônica pode existir na 

forma de dois tautômeros: carboxilato (MAC) ou fenolato (MAF). Em pH fisiológico, a 

Corante X Y 

Fluoresceína H H 

Eosina Br H 

Eritrosina I H 

Rosa de Bengala I Cl 
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forma dianiônica tende a predominar, enquanto em meios ácidos, a distribuição de 

espécies se altera, modificando assim os possíveis comportamentos fotossensíveis.11 

 

Figura 4. Espécies protolíticas e equilíbrios tautoméricos propostos para a Rosa de 
Bengala. Onde: CAT (catiônica); NEZ (zwitteriônica); NEQ (quinóide); NEL (lactona); 
MAC (monoaniônica carboxilato); MAF (monoaniônica fenolato); DA (dianiônica). As 
constantes KZ-Q, KQ-L e KM representam, respectivamente, os equilíbrios 
tautoméricos NEZ ⇌ NEQ, NEQ ⇌ NEL e MAC ⇌ MAF. 

 

Fonte: Adaptado de Mchedlov-Petrossyan et al 39 e Doring.40 Criado utilizando ChemDraw 

Ultra. 

 

 Esse ponto é particularmente importante, pois, para alguns sistemas de entrega 

de fármacos, ‘verbi gratia’, micelas poliméricas, já que a RB por ser aniônica, pode 

permanecer no meio aquoso e interagir com a parte da corona micelar.34,35 

 

 



21 

 

2.4 Sistemas de entrega de fármacos 

 

 Sistemas de entrega de fármacos são empregados para modificar a forma 

como uma molécula interage com o meio biológico. Para a TFD, esses sistemas são 

essenciais, pois muitos FS apresentam baixa solubilidade em meio aquoso, tendência 

à agregação, dentre outros fatores conflituosos.41 Entre as plataformas mais 

investigadas estão lipossomas, nanopartículas inorgânicas, dendrímeros, 

nanoemulsões, hidrogéis e micelas poliméricas.42 Lipossomas são vesículas 

formadas por bicamadas lipídicas e são úteis para incorporar moléculas hidrofílicas 

no compartimento aquoso e moléculas hidrofóbicas na bicamada.43,44 Nanopartículas 

inorgânicas podem introduzir propriedades ópticas, magnéticas e catalíticas.35 

Nanoemulsões permitem carregar fases oleosas dispersas em água.45 E micelas 

poliméricas, por sua vez, incorporam moléculas orgânicas em domínios hidrofóbicos, 

mantendo a dispersão coloidal em meio aquoso.46 

 A escolha do sistema de entrega deve considerar os componentes envolvidos, 

no caso de FSs, o objetivo é tanto carregar a molécula quanto preservar suas 

atividades fotofísicas. Assim, o nanocarreador deve reduzir a agregação indesejada, 

manter a estabilidade e oferecer proteção contra o fotobranqueamento em diluição, 

permitindo proximidade adequada entre FS e O2. Destarte, as micelas poliméricas se 

destacam e tornam-se um sistema de interesse para o sistema proposto. 

 

2.4.1 Micelas poliméricas 

 

 Micelas poliméricas são formadas pela auto-organização de moléculas 

anfifílicas em meio aquoso, a força motriz envolve a redução do contato de segmentos 

hidrofóbicos com a água, acompanhada pela hidratação de segmentos hidrofílicos 

expostos ao meio.47 Para polímeros, a formação das micelas é uma consequência do 

equilíbrio entre contribuições entálpicas e entrópicas, incluindo hidratação, 

desidratação, interações entre o polímero e o solvente e o empacotamento de 

cadeias.48 

 Para a formação das micelas no meio aquoso, é necessário que o polímero 

atinja uma concentração micelar crítica (CMC). Abaixo da CMC, predominam cadeias 

isoladas ou agregados pouco definidos, acima dela, a formação de micelas passa a 
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ser significativa. No caso de copolímeros, a transição pode ser menos abrupta do que 

em surfactantes de baixa massa molar, ocorrendo em uma faixa de concentração e 

temperatura, por isso, a CMC deve ser interpretada como uma estimativa operacional 

dependente do método empregado.49 A escolha do copolímero também deve atender 

aos critérios desejáveis para a formação das micelas, carreamento do FS e também 

possuir biocompatibilidade. 

 

2.5 Polímeros biocompatíveis: Pluronic® F127 

 

 O Pluronic® F127, ou poloxâmero 407, é um copolímero tribloco não iônico do 

tipo PEO-PPO-PEO. Os blocos de PEO (poli(óxido de etileno)) apresentam caráter 

mais hidrofílico enquanto o bloco de PPO (poli(óxido de propileno)) possui caráter 

mais hidrofóbico. Tal assimetria de afinidade em meio aquoso permite a formação de 

micelas com núcleo rico em PPO e uma corona hidratada de PEO.48  

 

Figura 5. Estrutura do polímero Pluronic® F127 com as cadeias de PEO e PPO. 

 

Fonte: Adaptado de De Freitas et al.50 

 

 Em baixas concentrações e/ou temperaturas, as cadeias tendem a permanecer 

mais dispersas. Com o aumento da concentração, ocorre a desidratação do bloco 

PPO, o que favorece a associação entre segmentos hidrofóbicos e, por consequência, 

a formação de micelas.48,50 Em concentrações suficientemente elevadas, podem 

ocorrer até a formação de géis físicos.51 O F127 também consta em bases regulatórias 

de ingredientes inativos da FDA (Food and Drug Administration) e aparece na 

literatura como polímero biocompatível empregado em diferentes formas de 

administração.35,46,52 Outra vantagem desse copolímero está relacionada à sua 

arquitetura tribloco, na qual as cadeias PEO podem se organizar na interface 

micela/água, estabilizando a estrutura micelar. Essa organização favorece a formação 
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de micelas em solução aquosa e contribui para que a micelização ocorra em 

concentrações relativamente baixas do copolímero.53 

 

Figura 6. Representação esquemática da micelização do copolímero Pluronic® F127 
em meio aquoso após atingir a CMC a uma dada condição de temperatura. 

 

 

Fonte: Adaptado de Aguilar-Ramirez et al.54 Criado utilizando BioRender.com 

 

2.6 Perfluorocarbonos  

 

 Os PFCs são compostos em que os átomos de hidrogênio das cadeias 

orgânicas foram substituídos por flúor, a ligação C-F apresenta elevada energia de 

ligação (~488 kJ/mol), baixa polarizabilidade e contribui para a estabilidade química 

desses compostos.55 A superfície fluorada apresenta interações fracas com a água e 

com cadeias orgânicas hidrocarbonadas, tal característica concede um caráter tanto 

hidrofóbico quanto lipofóbico para os PFCs.56 Em contrapartida, sua elevada 

solubilidade física de gases não decorre de ligações químicas específicas, como é o 

caso da coordenação do O2 na hemoglobina, mas de uma dissolução molecular por 

pressão parcial e fracas interações intermoleculares. Em situações onde há diferentes 

gradientes de oxigênio, sua liberação ocorre onde o ambiente ao redor está 

empobrecido em O2, o gás dissolvido tende a se difundir para essa região.57 Tal 

princípio é relacionado à Lei de Henry, em que a concentração dissolvida depende da 

pressão parcial do gás e da constante característica do sistema entre o solvente e o 

gás.58 
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Figura 7. Transporte de oxigênio por perfluorocarbonos e pela hemoglobina. No caso 
do PFC, o O2 é transportado por dissolução física e interações intermoleculares fracas, 
enquanto na hemoglobina o O2 é coordenado reversivelmente ao ferro do grupo heme. 

 

 

Fonte: Adaptado de Riess.57 Criado utilizando ChemDraw Ultra. 

 

 Historicamente, PFCs foram investigados como substitutos sanguíneos e 

transportadores artificiais de gases. 59–61 Com usos clínicos como o Fluosol® 62, 

consequentemente, nas últimas décadas, o interesse deslocou-se para o uso em 

nanomedicina, com a fase fluorada podendo ser incorporadas para aplicações em 

imagem, radioterapia e na TFD para contornar o revés da hipóxia tumoral.63 

 Estudos com nanogotas, nanoemulsões e micelas fluoradas demonstram que 

PFCs podem contribuir para melhorar respostas fotodinâmicas em condições 

hipóxicas. Hu et al.63 analisaram o uso de nanopartículas perfluoradas capazes de 

aumentar níveis de espécies reativas e inibir o crescimento tumoral sob irradiação. 

Também há outros casos diretamente alinhados ao presente trabalho, com o 

desenvolvimento de micelas poliméricas fluoradas para superar a hipóxia e aumentar 

a eficácia da TFD, mostrando que a incorporação de grupos perfluoroalquílicos em 

copolímeros anfifílicos pode gerar plataformas para entrega de FS e transporte de 

oxigênio.64 

 Na Figura 8 são representados de forma esquemática os principais conceitos 

discutidos previamente, destacando que o sistema é dependente da proximidade 

entre o FS e O2 em um microambiente organizado, uma vez que a geração de 

espécies reativas após irradiação é limitada pela disponibilidade local de oxigênio.65 

Outro entrave é o curto tempo de vida que o 1O2 apresenta após sua geração por 
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transferência de energia do FS em T1 para o 3O2.66,67 Além de contribuir para o 

carreamento de O2, o ambiente fluorado dos PFCs pode reduzir a desativação do 1O2 

para o estado fundamental, favorecendo sua persistência local e consequentemente, 

sua citotoxicidade frente às células tumorais. Day e Sletten 68 reportaram que o tempo 

de vida do oxigênio singleto em ambientes perfluorados pode ser até 1000 vezes 

maior do que em água.  

 

Figura 8. Representação conceitual das micelas de F127 modificadas com cadeias 
perfluoradas, capazes de carrear simultaneamente O2 dissolvido e RB para o 
ambiente hipóxico tumoral. A RB encapsulada é fotoativada após irradiação e pode 
interagir com o oxigênio molecular, gerando as espécies citotóxicas, especialmente 
1O2. 

 

Fonte: Autor, criado utilizando BioRender.com 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Desenvolver e caracterizar nanocarreadores micelares à base de Pluronic® F127 

funcionalizado com cadeias perfluoradas, visando à incorporação da rosa de bengala  

e ao aumento da disponibilidade de oxigênio molecular em sistemas com potencial 

aplicação em terapia fotodinâmica. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

I. Obter derivados do Pluronic® F127 contendo cadeias octanoíla e perfluoradas, 

empregando o análogo não fluorado como sistema de comparação; 

II. Avaliar as evidências de funcionalização química e a influência das cadeias 

introduzidas sobre as propriedades dos copolímeros; 

III. Desenvolver formulações micelares contendo rosa de bengala e investigar sua 

associação aos sistemas preparados; 

IV. Comparar a influência das cadeias octanoíla e perfluoradas sobre as propriedades 

coloidais e o comportamento espectroscópico e fotofísico das formulações; 

V. Investigar a influência do segmento perfluorado sobre a disponibilidade de oxigênio 

dissolvido e sobre a geração aparente de oxigênio singleto nas condições avaliadas; 

VI. Estabelecer procedimentos de segurança e descarte adequados aos reagentes e 

resíduos gerados no trabalho. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Materiais e Reagentes 

 

 Pluronic® F127, cloroformato de 4-nitrofenila (NPC), etilenodiamina, 

trietilamina (TEA), diclorometano (DCM), N,N-dimetilformamida (DMF), clorofórmio, 

etanol, tampão fosfato salino (PBS, pH 7,4), sal dissódico de Rosa de Bengala (RB), 

ácido octanóico, ácido perfluorooctanóico (PFOA), água ultrapura e ácido 9,10-

antracenodiil-bis(metileno)dimalônico (ABDA) foram empregados nas etapas de 

síntese, preparo das micelas e ensaios fotofísicos. Todos os reagentes e solventes 

possuem grau analítico, fornecidos pelo Grupo de Pesquisa em Sistemas 

Fotodinâmicos e Nanotecnologia (Photon) e adquiridos dos fornecedores Sigma-

Aldrich/Merck. 

 

4.2 Síntese do Copolímero Fluorado (F127-PFC) 

 

 A modificação do copolímero tribloco F127 segue uma sequência de reações 

representadas na Figura 9.  

 

Figura 9. Rota sintética para obtenção do polímero modificado F127-PFC. 
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Fonte: Autor, criado utilizando ChemDraw Ultra 12.0. 

 

 Inicialmente, o Pluronic® F127 foi funcionalizado com cloroformato de 

nitrofenila (NPC) para obtenção do intermediário NPC-F127. Para isso, o F127 foi 

solubilizado em diclorometano, na presença de TEA, e reagido com NPC sob 

agitação. Após a reação, o produto foi purificado por diálise para remoção de 

reagentes não reagidos e subprodutos de baixa massa molar. Em seguida, o NPC-

F127 foi dissolvido em CH₂Cl₂ e reagido com etilenodiamina, visando à substituição 

do grupo nitrofenil carbonato e à obtenção do intermediário aminado NH₂-F127. Após 

nova etapa de purificação, o intermediário NH₂-F127 foi empregado na etapa de 

modificação com cloreto de perfluorooctanoíla, derivado ativado do ácido 

perfluorooctanoico. 

 A etapa seguinte consistiu na obtenção do produto final F127-PFC, a partir da 

reação entre o NH₂-F127 e o cloreto de perfluorooctanoíla. Para isso, 1 mmol de NH₂-

F127 e 2 mmol de TEA foram solubilizados em 15 mL de DMF anidro. Em seguida, foi 

adicionada, gota a gota, uma solução contendo 2 mmol de cloreto de 

perfluorooctanoíla em 5 mL de DMF anidro. A mistura foi mantida sob agitação a 70 

°C por 48 h. Após esse período, a solução foi transferida para uma membrana de 

diálise com MWCO de 3500 Da e dialisada contra água pura, à temperatura ambiente, 

por 48 h. O produto final, F127-PFC, foi obtido por liofilização. 

 O cloreto de perfluorooctanoíla corresponde à forma ativada do ácido 

perfluorooctanoico, uma vez que a substituição do grupo hidroxila do ácido pelo 

cloreto origina um derivado de acila mais reativo. Seu carbono carbonílico apresenta 

elevada suscetibilidade ao ataque nucleofílico da amina terminal do NH₂-F127. A 

reação ocorre por substituição nucleofílica acílica, envolvendo a formação de um 

intermediário tetraédrico e a posterior eliminação do íon cloreto, resultando na 

formação da ligação amida. A trietilamina atua como base e sequestrante do HCl 

formado durante a reação, reduzindo a protonação da amina nucleofílica e 

favorecendo a obtenção do produto funcionalizado. 

 

4.3 Síntese do Copolímero Não Fluorado (F127-OA) 

 

 O copolímero F127-OA foi preparado de forma análoga ao F127-PFC, 

utilizando-se uma cadeia octanoíla como substituinte hidrofóbico não fluorado. Dessa 
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forma, o F127-OA foi empregado como controle estrutural para diferenciar efeitos 

associados à hidrofobização do polímero daqueles especificamente relacionados à 

presença de segmentos perfluorados. Após a reação, o produto foi purificado por 

diálise e obtido na forma sólida por liofilização. 

 

4.4 Caracterização dos Copolímeros Sintetizados  

4.4.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

 

 Os espectros de IV do F127-OA e F127-PFC foram obtidos no equipamento 

Alpha - Bruker, disponível na Central de Análises do Departamento de Química da 

UFSC. As amostras sólidas foram analisadas diretamente, e os espectros foram 

utilizados para investigar bandas associadas à matriz do Pluronic® F127, às 

carbonilas introduzidas durante a funcionalização e, no caso do F127-PFC, às regiões 

compatíveis com estiramentos C-F.  

 

4.4.2 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

 As amostras de F127-OA e F127-PFC foram dissolvidas em CDCl3 e 

transferidas para tubos de RMN de 5 mm. Os espectros foram obtidos em 

espectrômetro de 400 MHz disponível na Central de Análises do Departamento de 

Química da UFSC. Para o F127-PFC, além do 1H RMN, o 19F RMN foi avaliado para 

detectar presença do segmento perfluorado. Os dados foram processados pelo 

software MestReNova. 

 

4.4.3 Análise Termogravimétrica (TGA) 

 

 A estabilidade térmica dos copolímeros F127-OA e F127-PFC foi avaliada por 

análise termogravimétrica (TGA) e sua primeira derivada (DTG) no Laboratório de 

Análises Térmica do Departamento de Química da UFSC utilizando o equipamento 

DTG-60H - Shimadzu. As análises foram realizadas em atmosfera de nitrogênio, com 

fluxo de 50 mL/min, taxa de aquecimento de 10 °C/min e aquecimento de 25 °C até 

700 °C. Os parâmetros extraídos incluíram temperaturas de perda de massa de 2, 5, 

10 e 50%, temperatura de máxima taxa de degradação e o resíduo final. 
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4.4.4 Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) 

 

 As propriedades térmicas dos copolímeros F127-OA e F127-PFC foram 

avaliadas por DSC em equipamento da TA Instruments Q2000, disponível no 

Laboratório de Análises Térmica do Departamento de Química da UFSC. As amostras 

sólidas foram acondicionadas em células de alumínio, em atmosfera de nitrogênio 50 

mL/min e submetidas ao programa de aquecimento de 10 °C/min de 0 °C a 200 °C. 

Os termogramas foram utilizados para avaliar eventos endotérmicos associados à 

matriz polimérica e verificar se a modificação química alterou de maneira relevante o 

comportamento térmico dos copolímeros. 

  

4.5 Concentração Micelar Crítica (CMC) 

 

 A CMC foi determinada por medidas de tensão superficial pelo método da gota 

na Central de Análises da Engenharia Química de Alimentos, UFSC utilizando um 

goniômetro da marca ramé-Hart 250. Soluções aquosas dos copolímeros foram 

preparadas em concentrações de 5,0×10-7 mg mL-1 até 4,0 mg mL-1. A tensão 

superficial foi medida para cada concentração, e os dados foram representados em 

função do logaritmo da concentração do polímero. A CMC foi estimada pela interseção 

entre duas regiões lineares da curva, com a primeira associada à redução da tensão 

superficial com o aumento da concentração do copolímero e a segunda associada à 

região de menor variação após a formação de micelas.  

 Para as formulações micelares foram utilizados 20 mg de F127 não modificado 

e 5 mg do copolímero modificado, resultando em uma concentração de 5 mg mL-1, 

sendo 1 mg mL-1 correspondente ao copolímero funcionalizado. Essa condição foi 

empregada para favorecer a formação de micelas em meio aquoso e permitir a 

incorporação do FS ao sistema. 

 

4.6 Preparação das Micelas Poliméricas  

 

 As micelas poliméricas de F127-OA e F127-PFC foram preparadas pelo 

método de dispersão sólida/filme fino, adaptado de metodologias empregadas para 

incorporação de FSs em micelas de Pluronic®.46 Inicialmente, 20 mg do copolímero 

não modificado e 5 mg do copolímero modificado foram solubilizados em 5 mL de 
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clorofórmio em balão de fundo redondo. O solvente foi removido por evaporação 

rotacional sob pressão reduzida, formando um filme polimérico fino nas paredes do 

balão. O filme foi mantido em dessecador sob vácuo por 24 h para remoção de 

solvente residual. Após a secagem, o filme foi hidratado com 5 mL de PBS (pH 7,4), 

sob aquecimento e sonicação por aproximadamente 20 min, promovendo a 

autoassociação do copolímero em dispersão micelar. As formulações obtidas foram 

identificadas como F127-OA branco e F127-PFC branco. 

 

4.7 Preparação das Micelas Carregadas com RB 

 

 As micelas contendo RB foram preparadas pelo mesmo método de filme fino. 

Após a dissolução do copolímero em clorofórmio, uma alíquota (25 μL) da solução 

estoque de 1×10-3 mol L-1 em etanol foi adicionada ao balão antes da evaporação do 

solvente para uma concentração final de 5 x 10-6 mol L-1. Em seguida, o solvente foi 

removido por evaporação rotacional, o filme foi mantido em dessecador sob vácuo e 

posteriormente hidratado com PBS (pH 7,4) sob aquecimento e sonicação. Foram 

preparadas formulações contendo F127-OA + RB e F127-PFC + RB.  

 

4.8 Caracterização Físico-Química das Micelas 

4.8.1 Tamanho Hidrodinâmico e Potencial Zeta  

 

 O diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de polidispersividade (PDI) das micelas 

e as curvas de correlação foram determinados por espalhamento dinâmico de luz 

(DLS), utilizando equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments), 

disponível no laboratório 201 do Departamento de Química da UFSC.  O potencial 

zeta das formulações foi determinado no mesmo equipamento. Foram analisadas 

micelas brancas e micelas carregadas com RB, incluindo F127-OA branco, F127-OA 

+ RB, F127-PFC branco e F127-PFC + RB. Também foram conduzidas rampas de 

temperatura variando de 20, 25, 30, 35, 37 e 42 °C para avaliar a influência do 

aquecimento sobre o tamanho hidrodinâmico e a distribuição das formulações.  

 

4.8.2 Eficiência de Encapsulação (EE%) 
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 A eficiência de encapsulamento do F127-OA-RB e do F127-PFC-RB foi 

quantificada utilizando filtros de centrifugação Microcon-10KDa. Foram adicionados 

500 μL das formulações com concentrações de 100 μM ao microtubo contendo o filtro. 

Em seguida as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 30 minutos. O FS livre 

foi quantificado por absorção no UV-vis. As análises foram realizadas em triplicata e 

o cálculo para a concentração livre foi feito utilizando a lei de Lambert-Beer para então 

ser calculada a eficiência de encapsulamento (Equação 1). 

 

     𝐸𝐸% =
𝐶𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙−𝐶𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒

𝐶𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
× 100    (1) 

 

4.9 Caracterização espectroscópica das micelas contendo RB 

4.9.1 Espectroscopia de absorção no UV-vis 

 

 Os espectros de absorção UV-Vis foram obtidos para a RB em meio de 

referência e para as formulações micelares contendo RB. As análises foram 

realizadas em cubetas de quartzo de 1 cm, no equipamento UV- Vis Varian Cary® 50, 

presente no laboratório de pesquisa Photon, Departamento de Química, UFSC. Os 

espectros foram registrados na região de absorção da RB, com correção de linha de 

base. Foram avaliadas as bandas características da RB na região do visível.  

 

4.9.2 Espectroscopia de fluorescência 

 

 Os espectros de emissão de fluorescência foram obtidos para RB livre e para 

as formulações F127-OA + RB e F127-PFC + RB no Espectrofotômetro Cary Eclipse, 

presente no laboratório 201 do Departamento de Química, UFSC. As amostras foram 

excitadas no comprimento de onda de 490 nm com faixa de leitura de 500-800 nm. 

Para comparação entre as formulações, foram avaliados o máximo de emissão, a 

intensidade máxima e a área espectral integrada.  

 

4.9.3 Rendimento quântico de fluorescência 
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 O rendimento quântico de fluorescência (ΦF) das formulações foi calculado 

utilizando RB em PBS como referência, com rendimento quântico de fluorescência 

padrão (Φ𝑃) de 0,018.69 Para cada amostra, a área integrada de emissão foi corrigida 

pela absorbância no comprimento de onda de excitação. O cálculo foi realizado de 

acordo com a Equação 2: 

     Φ𝐹 =  
𝐴𝑏𝑠𝑝 𝐴𝐹𝑆 𝑛2

𝐴𝑏𝑠𝐹𝑆 𝐴𝑝 𝑛𝐹𝑆
2   Φ𝑃    (2) 

 

 Onde Φ𝐹 é o rendimento quântico de fluorescência da amostra, AbsP é a 

absorbância do padrão e AbsFS é a absorbância do FS no comprimento de onda de 

excitação, n é índice de refração do meio, AP e AFS são respectivamente a área do 

espectro de emissão de fluorescência do padrão e do FS e Φ𝑃 é o rendimento de 

fluorescência do padrão. 

 

4.9.4 Rendimento quântico de oxigênio singleto 

 

 A geração de oxigênio singleto foi avaliada por método indireto utilizando ABDA 

como sonda química. As amostras contendo RB foram misturadas à solução de ABDA 

e irradiadas sob condições controladas. A degradação da sonda foi monitorada por 

espectroscopia UV-Vis ao longo do tempo, acompanhando a redução da absorbância 

característica do ABDA.O ABDA é um derivado do antraceno que pode ser convertido 

em seu endoperóxido (Figura 10) correspondente após reação com o 1O2, o que pode 

ser acompanhado pela redução na absorbância nos comprimentos de onda de 340, 

355, 378 e 401 nm.70 A partir do decaimento da absorbância, foram obtidas constantes 

aparentes de degradação para a sonda na presença das diferentes formulações. 

 

Figura 10. Reação de Diels-Alder entre ABDA e 1O2. 
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Fonte: Adaptado de Ricken.71 

 

 A partir do decaimento da absorbância do ABDA, foram obtidas constantes de 

degradação da sonda na presença de diferentes formulações. Para isso, a 

absorbância do ABDA foi normalizada em relação ao valor inicial e ajustada 

considerando o comportamento de pseudo-primeira ordem, conforme a equação 3. 

 

     ln (
𝐴𝑏𝑠𝐴𝐵𝐷𝐴𝑡

𝐴𝑏𝑠𝐴𝐵𝐷𝐴0

) =  −𝑘𝐴𝐵𝐷𝐴𝑡            (3) 

 

 De forma complementar, a fotodegradação da RB também foi acompanhada 

pela redução de sua absorbância no seu λmáx, permitindo obter a constante KRB. 

 Como as formulações podem absorver quantidades diferentes de luz, a 

geração de 1O2 foi normalizada pelo número de fótons absorvidos por cada sistema 

(NAbs), calculado conforme descrito na literatura. 50,72 O cálculo é obtido por meio da 

equação 4.  

   𝑁𝐴𝑏𝑠 =
1

ℎ𝑐𝑁𝑎
∫ ∫ 𝑃𝑒(λ)(1 − 10−𝐴𝑏𝑠(λ))𝑒−𝑘𝐹𝑆 𝑡λ dλ dt

λ𝑓

λ𝑖

𝑡

0
  (4) 

 Onde h é a constante de Planck, c é a velocidade da luz, Na é o número de 

Avogadro, I é a irradiância da fonte de luz (mW cm-2), e λf e λi são os comprimentos 

de onda final e incial, respectivamente. A partir desses valores, é obtida a Eficiência 

Fotodinâmica (γΔ), conforme a equação 5. 

      γΔ =
𝑘𝐴𝐵𝐷𝐴

𝑁𝐴𝑏𝑠
     (5) 

 Por fim, o rendimento quântico de oxigênio singleto (ΦΔ 1O2) foi calculado 

utilizando a RB em PBS como padrão, considerando ΦΔ 1O2 padrão igual a 0,8.73 O 

resultado do ΦΔ 1O2 é obtido a partir da equação 6. 

 

     ΦΔ
  1O2 =

ΦΔ
𝑃𝑎𝑑𝑟ã𝑜

γΔ
𝑃𝑎𝑑𝑟ã𝑜  γΔ

𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎    (6) 

 

4.10 Medidas de oxigênio molecular dissolvido nas amostras 

 

 A disponibilidade de oxigênio dissolvido nas formulações foi avaliada por meio 

de medidor de oxigênio dissolvido, com resultados expressos em mg L-1. Foram 
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analisadas as formulações F127-OA branco, F127-OA + RB, F127-PFC branco e 

F127-PFC + RB. As leituras foram realizadas antes e após agitação por vórtex, com 

o objetivo de verificar a influência da aeração/agitação sobre a quantidade de O2 

dissolvido nas dispersões. 

 

4.11 Segurança no Laboratório e Tratamento de Resíduos 

 

 Todas as etapas envolvendo solventes orgânicos, reagentes fluorados, DMF, 

DCM, clorofórmio e TEA foram realizadas em capela de exaustão, utilizando jaleco, 

luvas adequadas e óculos de proteção. Os resíduos orgânicos halogenados, fluorados 

e não halogenados foram segregados em frascos apropriados, conforme as normas 

de descarte do laboratório. Soluções aquosas contendo corantes e sondas 

fotossensíveis foram armazenadas em frascos identificados e protegidas da luz até o 

descarte adequado. A RB e o ABDA foram manuseados evitando exposição 

desnecessária à luz, uma vez que se tratam de compostos fotossensíveis. As etapas 

de irradiação foram conduzidas com cuidado para evitar exposição direta dos olhos à 

fonte luminosa, sendo recomendável o uso de barreiras físicas ou óculos de proteção 

compatíveis com o comprimento de onda empregado. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Caracterização estrutural dos copolímeros F127-OA e F127-PFC 

5.1.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier – FTIR 

 

 A Figura 11 apresenta os espectros normalizados de FTIR dos copolímeros 

F127-OA e F127-PFC. De modo geral, ambos os espectros apresentam bandas 

características da matriz do Pluronic® F127.74 Isso indica que a estrutura polimérica 

principal foi preservada após as modificações. Observa-se uma banda intensa na 

região de aproximadamente 2885 cm-1, atribuída ao estiramento C-H dos grupos 

alifáticos, compatível com as unidades de PEO/PPO do copolímero. Também são 

observadas bandas na região de 1150-1050 cm-1, associadas principalmente ao 

estiramento C-O-C das unidades éter presentes no F127. A presença de sinais na 

região de carbonila (1700-1640 cm-1) também é relevante, pois pode estar associada 

aos grupos carbamato e/ou amida formados nas etapas de modificação do F127. 

 

Figura 11. Espectros de FTIR dos copolímeros F127-PFC e F127-OA normalizados. 
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 Além das bandas da matriz polimérica, os espectros apresentam contribuição 

na região de 3550-3200 cm-1, que pode ser atribuída a estiramentos N-H e/ou O-H 

residuais, compatíveis com grupos introduzidos durante a rota de funcionalização e 

com interações por ligação de hidrogênio. Comparativamente, o espectro do F127-

PFC apresenta diferenças mais pronunciadas na região entre 1400 e 1000 cm-1. Essa 

faixa contém contribuições de estiramentos C-F, esperados para segmentos 

perfluorados, embora também ocorra sobreposição com bandas C-O-C do próprio 

F127.75 Assim, o aumento e a alteração do perfil nessa região para o F127-PFC são 

compatíveis com a introdução dos grupos fluorados, porém a análise deve ser 

interpretada em conjunto com os dados de RMN, especialmente 19F, para a 

confirmação estrutural mais direta. Os espectros de FTIR individuais do F127-OA e 

F127-PFC podem ser vistos nos apêndices A e B, respectivamente. 

 

5.1.2 Ressonância magnética nuclear 

 

 A caracterização por RMN foi realizada com o objetivo de complementar os 

dados de FTIR e fornecer evidências mais específicas das modificações realizadas 

nos copolímeros. A Figura 12 apresenta o espectro de 1H RMN do F127-OA, no qual 

são observados sinais intensos na região de aproximadamente 3,4-3,7 ppm, 

atribuídos aos hidrogênios das unidades PEO/PPO da matriz do F127. Também é 

observado um sinal intenso em torno de 1,1 ppm, associado aos grupos metila do 

bloco PPO. Esses sinais são esperados para copolímeros do tipo PEO-PPO-PEO e 

indicam a manutenção da estrutura principal do F127 após a modificação.76 

 Além dos sinais da matriz polimérica, o espectro apresenta contribuições de 

menor intensidade compatíveis com a presença da cadeia octanoíla. Na região entre 

0,8 e 0,9 ppm, observam-se sinais atribuídos aos hidrogênios do grupo metila terminal 

da cadeia alifática. Entre aproximadamente 1,2 e 1,6 ppm, aparecem sinais 

relacionados aos grupos metileno internos da cadeia octanoíla, embora essa região 

apresente sobreposição parcial com o sinal dos grupos metila do bloco PPO. Esses 

sinais são coerentes com a introdução da cadeia dos hidrocarbonetos do ácido 

octanóico no copolímero. 

 

 

 



38 

Figura 12. Análise de RMN de 1H do copolímero de F127-OA em CDCl3.  

 

 

 Outro sinal relevante está na região de 2,8 ppm, sendo compatível com os 

hidrogênios em ambiente desblindado próximo ao carbamato. Essa atribuição é 

coerente, pois esses hidrogênios se encontram em ambiente mais desblindados do 

que os metilenos internos da cadeia, devido à proximidade com a carbonila. Os sinais 

entre 3,7 e 4,2 ppm podem estar associados aos hidrogênios próximos à 

etilenodiamina ou ao carbamato introduzido durante a síntese. Dessa forma, o 

espectro de 1H RMN do F127-OA evidencia sinais coerentes com a estrutura esperada 

para o copolímero controle. O RMN de 19F do F127-OA não apresentou sinais 

relevantes, como esperado para o copolímero controle não fluorado, seu espectro 

pode ser observado no apêndice C. 

 A Figura 11 representa o espectro de 1H RMN do copolímero F127-PFC, assim 

como observado para o F127-OA, o espectro é dominado pelos sinais característicos 

da matriz PEO-PPO-PEO do F127. Diferentemente do F127-OA, o espectro do F127-

PFC não apresenta contribuições alifáticas intensas atribuíveis a uma cadeia 

hidrocarbonada terminal, uma vez que o segmento perfluorado introduzido apresenta 

substituição majoritária dos hidrogênios por flúor. Dessa forma, a ausência e baixa 
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intensidade de sinais na região típicas dessas cadeias de hidrocarbonetos, 

especialmente entre 0,8 e 2,4 ppm, é compatível com a presença de uma cadeia 

perfluorada em vez de uma cadeia octanoíla hidrocarbonada. 

 Sinais de baixa intensidade próximos a 3,7-4,2 ppm podem estar relacionados 

a hidrogênios do grupo do carbamato e a grupos próximos à extremidade modificada 

do polímero. Não obstante, essas regiões apresentam sobreposição parcial com os 

sinais da matriz PEO/PPO, o que torna a atribuição individual precisa por 1H RMN 

limitada.  

 

Figura 13. Espectro de 1H RMN do copolímero F127-PFC em CDCl3. 

 

 O espectro de 19F RMN do copolímero F127-PFC, Figura 14, diferentemente 

do F127-OA que não apresentou sinais relevantes, exibiu múltiplos sinais na região 

característica de núcleos de flúor em cadeias perfluoroadas, os sinais observados são 

compatíveis com a presença de grupos perfluorados na amostra. Observam-se sinais 

aproximadamente em -81, -116, -121 a -124 e -126 ppm, atribuídos a diferentes 

ambientes químicos de átomos de flúor presentes na cadeia perfluorada. O sinal em 

torno de -81 ppm é compatível com grupos CF3 terminais, enquanto os sinais entre 
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aproximadamente -121 e -126 ppm são atribuídos a grupos CF2 em diferentes 

posições da cadeia perfluoradas. Destacando-se a multiplicidade de sinais na região 

entre -121 e -124 ppm que é coerente com a presença das unidades CF2 internas e o 

sinal em -126 condiz com a unidade CF2 próxima ao carbamato. É importante ressaltar 

que como não foi empregado um padrão específico para a determinação absoluta dos 

deslocamentos químicos de 19F, os valores de δ devem ser interpretados com cautela. 

Entretanto, a distribuição relativa dos sinais e sua concordância com as regiões 

descritas na literatura para a cadeia perfluorooctanoíla sustentam a presença dos 

diferentes ambientes de flúor no material. Lewis et al.77 chegaram a um resultado 

muito próximo ao analisarem o espectro do ácido perfluorooctanóico. 

 

Figura 14. Espectro de 19F RMN do copolímero F127-PFC em CDCl3. 

 

 

 

 Dessa forma, o espectro de 19F RMN fornece a evidência mais direta da 

modificação esperada do F127 com os segmentos perfluorados.  
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Tabela 1. Comparação dos deslocamentos químicos obtidos do polímero modificado. 

Grupo δ esperado δ observado 

CH3PPO 1,05 1,10 

CH2PEO 3,50 - 3,70 3,55 

NHCOCH2 2,7 - 3,2 2,8 

CF3 -81 -81 

CF2 α C=O -116 -116 

 

 Em conjunto com os resultados de FTIR, que mostraram alterações na região 

dos estiramentos C-F, os dados de RMN sustentam a obtenção do copolímero F127-

PFC. Enquanto as análises de 1H RMN evidenciam a preservação da matriz PEO-

PPO-PEO do F127 assim como a modificação esperada do F127-OA. 

 

5.2 Caracterização térmica dos copolímeros 

5.2.1 Análise termogravimétrica 

 

 A estabilidade térmica dos copolímeros F127-OA e F127-PFC foi avaliada por 

TGA/DTG em atmosfera de nitrogênio. A Figura 15 apresenta as curvas 

termogravimétricas e suas respectivas derivadas, nas quais se observa que ambos os 

copolímeros apresentam comportamento térmico semelhante, com um evento 

principal de degradação em temperaturas superiores a 350 °C. 

 

Figura 15. Análise termogravimétrica dos copolímeros F127-OA e F127-PFC e suas 
derivadas.   
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 Para o F127-OA, a principal perda de massa ocorre entre 366 e 403 °C, com 

pico máximo de degradação em torno de 388 °C, correspondendo a uma perda de 

massa próxima de 99%. Esse comportamento indica que o copolímero apresenta 

elevada estabilidade térmica até a faixa de degradação da matriz polimérica, sendo a 

perda de massa associada majoritariamente à decomposição do esqueleto PEO-PPO-

PEO e dos grupos orgânicos introduzidos na modificação. 

 De maneira semelhante, o F127-PFC apresenta evento principal de 

degradação entre 367 e 407 °C, com o pico máximo também próximo de 388 °C. A 

proximidade entre as temperaturas de degradação dos dois copolímeros indica que a 

introdução do segmento perfluorado não promoveu redução ou aumento expressivo 

da estabilidade térmica em relação ao copolímero de controle negativo. Para o F127-

PFC, observa-se ainda uma pequena perda de massa entre aproximadamente 172 e 

195 °C, correspondente a cerca de 0,86%, essa perda pode estar associada à 

eliminação de resíduos voláteis ou solventes remanescentes do processo de síntese 

e purificação. 

 A semelhança entre os gráficos de TGA reforça que as modificações realizadas 

nas extremidades do F127 não comprometeram de forma significativa a estabilidade 

térmica da matriz polimérica. Além disso, o baixo teor de resíduo ao final da análise é 

compatível com a natureza predominantemente orgânica dos copolímeros avaliados. 

Esse resultado é relevante porque segmentos perfluorados são frequentemente 

associados à elevada estabilidade química e térmica, o que pode dificultar processos 

de degradação.78 No entanto, nas condições avaliadas, a introdução do PFC não 

deslocou a degradação principal para temperaturas muito mais elevadas nem resultou 
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em aumento expressivo de resíduo final, o que pode ser considerado um aspecto 

positivo para o desenvolvimento do sistema. 

 

5.2.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) 

 

 A caracterização térmica dos copolímeros também foi avaliada por DSC, com 

o objetivo de investigar possíveis alterações nas transições térmicas da matriz 

polimérica após as modificações estruturais. A Figura 16 apresenta as curvas de DSC 

dos copolímeros F127-OA e F127-PFC, enquanto a Tabela 1 resume os principais 

parâmetros térmicos obtidos. 

 

Figura 16. Curvas de DSC dos copolímeros F127-OA e F127-PFC. 

 

Tabela 2. Parâmetros térmicos dos copolímeros modificados. 

Amostra 1° Evento (°C) Δ J g-1 

F127-OA 46,43 – 50,88 113,3 

F127-PFC 47,81 – 51,46 112,1 

  

 Ambos os copolímeros apresentaram um evento endotérmico que pode ser 

atribuído à fusão dos domínios semicristalinos associados principalmente aos 

segmentos de PEO do F127.79 A proximidade entre as faixas de temperatura e os 

valores de entalpia indica que a introdução das cadeias octanoíla e perfluoradas não 

promoveu alteração expressiva na transição térmica principal da matriz polimérica. 
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Dessa forma, as modificações realizadas nas extremidades do F127 não parecem 

comprometer a organização semicristalina característica do copolímero PEO-PPO-

PEO.  

 Assim, os dados de DSC reforçam que os copolímeros modificados mantêm 

comportamento térmico semelhante, em conjunto com os dados de TGA, esses 

resultados indicam que as modificações estruturais não comprometeram de forma 

significativa o comportamento térmico geral dos copolímeros. 

 

5.3 Formação das micelas 

5.3.1 Concentração micelar crítica 

 

 A formação micelar dos copolímeros foi avaliada por meio da determinação da 

CMC, utilizando medidas de tensão superficial (γ) em função da concentração. A CMC 

é um parâmetro importante para sistemas anfifílicos, pois representa a faixa de 

concentração a partir da qual a formação das micelas passa a ser favorecida no meio 

aquoso. No caso de copolímeros em bloco, essa transição pode ocorrer de forma 

menos abrupta do que em surfactantes de baixa massa molar, sendo comum a 

estimativa da CMC a partir da mudança de inclinação em curvas de tensão superficial. 

 A Figura 17 apresenta a variação da tensão superficial em função da 

concentração do copolímero. Observa-se que, nas menores concentrações, entre 5,0 

× 10-7 e 8,0 × 10-3 mg mL-1, a tensão superficial permaneceu próxima de 73-76 mN m-

1, indicando baixa alteração da interface da água nessa faixa. A partir de 0,04 mg mL-

1 ocorre a redução mais acentuada da tensão superficial, atingindo aproximadamente 

49,33 mN m-1 em concentração igual a 0,20 mg mL-1. Em concentrações acima dessa, 

a variação da γ deixa de ser acentuada e seu valor permanece próximo a 40 mN m-1. 

 

Figura 17. Variação da tensão superficial de soluções do copolímero F127-PFC em 
função da concentração, a 25 °C, utilizada para a estimativa da CMC. 
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 Esse perfil é compatível com o comportamento esperado para copolímeros 

anfifílicos em solução aquosa. Em baixas concentrações, as moléculas tendem a se 

distribuir na solução e/ou adsorver na interface entre ar e água, promovendo pouca 

alteração da tensão superficial. Com o aumento da concentração, ocorre maior 

ocupação da interface e redução progressiva da tensão superficial. Após a saturação 

na interface entre ar e água, o excesso de polímero passa a se organizar 

preferencialmente no volume da solução, formando micelas, o que resulta em menos 

variação da tensão superficial. 

 É importante ressaltar que para a obtenção do valor da CMC é necessário 

calcular a tensão superficial versus o log da concentração, gráfico esse que pode ser 

encontrado no Apêndice D. A partir da interseção aproximada entre a região de queda 

da tensão superficial e a região de estabilização, a CMC foi estimada em torno de 0,66 

mg mL-1. Dessa forma, os dados de CMC indicam que o copolímero é capaz de formar 

micelas em condições aquosas. A formação dessas micelas é particularmente 

importante para o presente trabalho, uma vez que fornece a base estrutural para a 

incorporação da RB e para a organização dos domínios hidrofóbicos/perfluorados 

visando o carreamento de oxigênio.   

 

5.3.2 Análises de DLS 
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 A caracterização coloidal das formulações foi realizada por DLS e potencial 

zeta, com o objetivo de avaliar o diâmetro hidrodinâmico (DH), a distribuição do 

tamanho e as características superficiais dos agregados formados em meio aquoso. 

O DLS é uma técnica amplamente utilizada para a análise de sistemas coloidais, pois 

permite estimar o DH das partículas a partir do movimento browniano. Esse diâmetro 

não corresponde apenas ao tamanho físico do núcleo micelar, mas inclui também a 

camada de solvatação e a contribuição das cadeias poliméricas hidratadas na 

interface com o meio. Dessa forma, em sistemas baseados em F127, o valor obtido 

por DLS reflete a dimensão aparente das micelas em solução, incluindo a contribuição 

da corona hidratada de PEO. 

 Além do DH, o PDI fornece uma estimativa da amplitude da distribuição de 

tamanhos. Valores mais baixos de PDI indicam distribuições mais homogêneas, 

enquanto valores elevados sugerem a presença de populações de diferentes 

tamanhos ou agregados com maior heterogeneidade. O potencial zeta (ζ), por sua 

vez, fornece informações sobre a carga superficial aparente das partículas e sobre 

possíveis contribuições eletrostáticas para a estabilidade coloidal. No caso de 

copolímeros não iônicos, a estabilização nem sempre depende majoritariamente de 

repulsão eletrostática, podendo ocorrer principalmente por estabilização estérica 

gerada pelas cadeias hidratadas de PEO. 

 A Tabela 2 apresenta os valores de DH, PDI e ζ das formulações F127-OA e 

F127-PFC, na ausência e na presença de RB. As formulações apresentaram DHs na 

faixa nanométrica, variando de 151 a 363 nm. A diminuição observada do F127-OA 

Branco para o F127-OA-RB sugere que a presença do FS pode influenciar o 

empacotamento das cadeias poliméricas e favorecer a formação de agregados 

ligeiramente menores ou mais compactos.  

 

Tabela 3. Diâmetro hidrodinâmico (DH), índice de polidispersividade (PDI) e potencial 
zeta (ζ) das formulações preparadas. 

Amostra DH ± DP (nm) PDI ± DP ζ ± DP (mV) 

F127-OA Branco 174,16 ± 8,16 0,482 ± 0,009 -1,25 ± 0,49 

F127-OA-RB 151,36 ± 22,83 0,655 ± 0,034 -3,28 ± 1,03 
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F127-PFC Branco 362,86 ± 24,38 0,548 ± 0,087 -2,69 ± 0,36 

F127-PFC-RB 187,66 ± 5,86 0,637 ± 0,032 -3,34 ± 0,39 

 

 Para o sistema perfluorado, observou-se comportamento semelhante, porém 

mais pronunciado. O F127-PFC branco apresentou o maior DH entre as formulações. 

Esse resultado pode estar associado à presença das cadeias perfluoradas, que 

aumentam o caráter hidrofóbico das extremidades do copolímero e podem favorecer 

a formação de agregados maiores ou interações intermoleculares mais extensas no 

meio aquoso. Após a incorporação da RB, observou-se uma diminuição significativa 

de aproximadamente 52% do DH, indicando uma reorganização considerável do 

sistema. Tal redução pode estar relacionada à interação a RB com a estrutura micelar, 

possivelmente modificando o empacotamento das cadeias, o número de agregação e 

a CMC do sistema, reduzindo a presença de agregados maiores. 

 Apesar da formação de partículas nanométricas, os valores de PDI indicam 

distribuições relativamente amplas. O aumento do PDI nas amostras de F127-OA 

após a adição da RB indica que as formulações não podem ser descritas como 

monodispersas, sendo provável a presença de populações de agregados com 

tamanhos distintos. O aumento do PDI após a incorporação da RB sugere que o FS 

pode contribuir para uma maior heterogeneidade estrutural, possivelmente pela 

coexistência de micelas carregadas, não carregadas, agregados com diferentes 

tamanhos e estruturas reorganizadas após a adição da molécula de FS.  

 Em relação ao potencial zeta, todas as formulações apresentaram valores 

próximos da neutralidade, a incorporação da RB tornou os valores de ζ ligeiramente 

mais negativos. Esse comportamento é coerente com a presença de RB, que pode 

contribuir com grupos ionizáveis expostos ou parcialmente acessíveis na interface dos 

agregados. Todavia, a baixa magnitude dos valores de potencial zeta indica que a 

estabilização eletrostática não é o principal mecanismo de estabilidade dessas 

formulações.  

 Os correlogramas obtidos para as formulações contendo RB também auxiliam 

na avaliação da qualidade das medidas de DLS. Para o F127-OA-RB, observou-se 

menor correlação entre as medidas, compatível com o valor indicado no PDI. Para o 

F127-PFC-RB, as curvas de correlação apresentaram um perfil de autocorrelação 
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bem definido, sugerindo uma boa confiabilidade das análises. Tal análise sustenta a 

obtenção de partículas dispersas em solução. 

 

Figura 18. Correlogramas obtidos das formulações com RB incorporada. (A) F127-
OA-RB e (B) F127-PFC-RB. 

 

 

 A avaliação das formulações em função da temperatura mostrou que os 

sistemas mantiveram valores de DH na faixa nanométrica ao longo da faixa avaliada. 

De modo geral, observou-se tendência de redução ou estabilização do DH em 

temperaturas mais elevadas, comportamento que pode ser associado à aproximação 

ou superação da temperatura micelar crítica (CMT) do sistema. Em copolímeros do 

tipo Pluronic®, a micelização também dependente da temperatura, com o aumento da 

temperatura, ocorre a desidratação progressiva dos blocos PPO, favorecendo as 

interações hidrofóbicas entre esses segmentos e a organização de um núcleo micelar 

mais compacto, enquanto os blocos PEO permanecem mais hidratados e contribuem 

para a estabilização da corona micelar. Dessa forma, a redução do DH em algumas 

formulações pode estar relacionada à reorganização das cadeias PEO/PPO e à 

compactação das micelas acima da faixa de transição micelar. 

 

Figura 19. Análise de estabilidade em gradientes de temperatura variando de 20, 25, 
30, 35, 37 e 42 °C das amostras F127-OA Branco, F127-OA-RB, F127-PFC Branco e 
F127-PFC-RB. (A) DH das formulações. (B) PDI das formulações. (C) ζ das 
formulações. 
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 Os valores de PDI também ajudam a interpretar o comportamento discutido 

anteriormente. O aumento do PDI observado até aproximadamente 30 °C sugere 

maior heterogeneidade do sistema nessa faixa, possivelmente devido à coexistência 

de diferentes populações, como cadeias poliméricas menos organizadas, agregados 

intermediários e micelas em processo de reorganização. Já a diminuição do PDI nas 

temperaturas próximas à faixa fisiológica indica uma distribuição de tamanho 

relativamente mais homogênea, compatível com a formação de estruturas micelares 

mais definidas após a reorganização térmica do copolímero. Entretanto, os valores de 

PDI ainda indicam distribuição ampla de tamanhos, de modo que essa estabilização 

deve ser interpretada como uma tendência, e não como evidência de um sistema 

monodisperso. Sugerindo assim que o aumento da temperatura favorece a 

reorganização e compactação das micelas, mas que as formulações ainda 

apresentam heterogeneidade coloidal relevante. 

 A incorporação da RB resultou em valores de ζ mais negativos quando 

comparados às formulações sem FS, sugerindo uma realocação na estrutura micelar, 
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possivelmente aproximando-se da corona/interface micelar. Embora os valores 

tenham sido relativamente baixos, a estabilidade coloidal dessas formulações pode 

ser mais atribuída à estabilização estérica promovida pelas cadeias de PEO, 

característica típica dos sistemas baseados em F127. 

 

5.4 Caracterização espectroscópica - UV-vis 

 

 A caracterização por espectroscopia de absorção eletrônica na região do UV-

vis foi realizada com o objetivo de verificar a presença da RB nas formulações e avaliar 

possíveis alterações no perfil espectral do FS após a incorporação nos sistemas 

micelares. A RB apresenta bandas de absorção intensas na região do visível, 

associadas às transições eletrônicas do sistema xantênico conjugado. Dessa forma, 

alterações na intensidade, largura ou posição do λmáx podem indicar mudanças no 

microambiente ao redor do FS, como interação com os domínios micelares 

modificados, ou agregação. 

 A Figura 20 apresenta os espectros de absorção das formulações contendo 

RB. A presença da banda característica da RB na região do visível confirma que o FS 

permaneceu presente e opticamente ativo após o preparo das formulações. A 

comparação entre os espectros permite avaliar se a incorporação aos sistemas 

micelares promoveu alterações na banda de absorção. 

 

Figura 20. Espectros UV-Vis das formulações micelares. (A) Espectros de 
absorbância das formulações contendo RB. (B) Espectros normalizados das 
formulações e da RB livre em PBS. 

 

(A) (B) 
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 Em todos os sistemas, observa-se a banda característica da RB na região do 

visível, associada às transições π-π* do sistema xantênico conjugado. A comparação 

dos espectros normalizados mostra que o perfil do F127-OA-RB permanece mais 

próximo ao da RB livre em PBS, enquanto o F127-PFC-RB apresenta deslocamento 

em relação aos outros dois sistemas. O F127-OA-RB apresentou um λmáx em 559 nm, 

enquanto o F127-PFC-RB apresentou λmáx em 545 nm. Esse deslocamento 

hipsocrômico do λmáx, acompanhado de um pequeno efeito hipercrômico, sugere que 

a RB pode estar submetida a microambientes distintos nos dois sistemas. O 

deslocamento para menores comprimentos de onda podem estar relacionado à 

interação da RB com regiões menos polares ou mais restritas da micela perfluorada.  

 No F127-OA, a RB interage com uma região hidrofóbica predominantemente 

hidrocarbonada, enquanto no F127-PFC a presença de segmentos perfluorados pode 

modificar a polaridade local, o empacotamento da micela e a distribuição do FS no 

agregado micelar. Dessa forma, as alterações espectrais observadas indicam que a 

incorporação da RB nos sistemas distintos também pode refletir o microambiente em 

que ela se encontra em cada formulação. Entretanto, a análise por UV-vis 

isoladamente não permite determinar a localização da RB nas micelas ou a eficiência 

de encapsulamento. 

  

5.5 Eficiência de encapsulamento 

 

 A eficiência de encapsulamento da RB nas formulações foi determinada com o 

objetivo de avaliar a capacidade dos sistemas em incorporar o FS após o preparo das 

micelas. Esse parâmetro é importante para sistemas de entrega de FS, pois indica a 

fração da molécula efetivamente associada às micelas em relação à quantidade total 

adicionada inicialmente. Para isso, após o preparo das formulações e centrifugação, 

a concentração de RB livre foi determinada por espectroscopia UV-vis, utilizando a 

absorptividade molar da RB em PBS. 
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Tabela 4. Eficiência de encapsulamento da RB nas formulações preparadas. 

Amostra Eficiência de Encapsulamento (% ± DP) 

F127-OA-RB 97,32 ± 0,88 

F127-PFC-RB 92,72 ± 0,24 

 

 Os valores indicam elevada capacidade de incorporação da RB em ambos os 

sistemas micelares, com mais de 90% do FS associado às formulações micelares. 

 A maior eficiência observada para o F127-OA-RB sugere maior afinidade da 

RB pelo ambiente micelar formado pelo copolímero contendo a cadeia octanoíla. Essa 

interpretação, entretanto, deve considerar as características moleculares da RB. 

Embora a molécula apresente núcleo xantênico halogenado e logP calculado elevado, 

indicando contribuição hidrofóbica da estrutura aromática, em meio aquoso e pH 

próximo ao fisiológico a RB tende a predominar na sua forma dianiônica.  

 Nesse contexto, a elevada EE% do F127-OA-RB pode estar associada à 

combinação entre interações hidrofóbicas do núcleo xantênico com domínios menos 

polares da micela e interações da forma dianiônica da RB com regiões mais hidratadas 

ou interfaciais da micela. Por outro lado, embora o F127-PFC-RB também tenha 

apresentada alta EE%, o valor ligeiramente menor pode estar relacionado à natureza 

do segmento perfluorado. Diferentemente da cadeia octanoíla, que possui maior 

compatibilidade com regiões hidrocarbonadas, o domínio perfluorado apresenta 

caráter hidrofóbico e lipofóbico, podendo interagir de forma menos favorável com a 

estrutura aromática e dianiônica da RB. Dessa forma, parte da RB pode permanecer 

mais associada à interface micelar ou ao meio aquoso, resultando em uma retenção 

ligeiramente menor no sistema F127-PFC-RB. 

 Apesar dessa diferença, os resultados demonstram que ambos os sistemas 

foram eficientes na incorporação da RB, sustentando sua aplicação como 

nanocarreadores para a TFD. A elevada eficiência de encapsulamento é 

particularmente relevante, pois indica que a maior parte do FS esteja associada às 

formulações durante as caracterizações fotofísicas. 
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5.6 Propriedades fotofísicas 

5.6.1 Cinética de degradação do ABDA: Rendimento Quântico de oxigênio 

singleto e rendimento quântico de fluorescência 

 

 A avaliação das propriedades fotofísicas das formulações contendo RB foi 

realizada com o objetivo de investigar a capacidade dos sistemas micelares em 

manter a atividade fotoquímica do FS e gerar oxigênio singleto após irradiação. Na 

TFD, a geração de 1O2 depende da absorção de luz pelo FS, da formação do estado 

excitado tripleto e da transferência de energia para o oxigênio molecular no estado 

fundamental. Dessa forma, além da presença do FS no sistema, é necessário avaliar 

se o microambiente micelar favorece a conversão da energia absorvida em espécies 

reativas. 

 A geração de 1O2 foi avaliada por método indireto utilizando ABDA como sonda 

química. O ABDA é um derivado solúvel em meio aquoso que reage com o 1O2 

formando o correspondente endoperóxido, resultando na diminuição progressiva de 

suas bandas de absorção na região do UV-vis. Assim, a redução da absorbância do 

ABDA ao longo do tempo de irradiação pode ser utilizada como indicativo da formação 

de 1O2 no meio. A análise da degradação do ABDA foi acompanhada simultaneamente 

com a variação da banda de RB, permitindo avaliar tanto a geração de 1O2 quanto a 

estabilidade relativa do FS durante a irradiação. 

 A Figura 19 apresenta os espectros de absorção obtidos ao longo da irradiação 

para os sistemas PBS-RB, F127-OA-RB e F127-PFC-RB, bem como os respectivos 

perfis cinéticos monitorados nas bandas características do ABDA e da RB. Em todos 

os sistemas contendo RB, observa-se diminuição da absorbância do ABDA com o 

tempo de irradiação, indicando a geração de oxigênio singleto. Entretanto, a 

intensidade e a velocidade dessa degradação diferiram entre os sistemas, 

evidenciando que o microambiente em torno da RB alterou a sua resposta 

fotodinâmica. 

 

Figura 21. Cinética na presença de luz para a análise da sonda ABDA com (A) PBS-
RB (B) F127-OA-RB (C) F127-PFC-RB com seus respectivos perfis cinéticos (D) PBS-
RB (E) F127-OA-RB e (F) F127-PFC-RB. 
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 O sistema PBS-RB apresentou a maior constante de degradação do ABDA, 

comportamento esse é esperado para a RB em meio aquoso, uma vez que o FS se 

encontra mais diretamente acessível ao oxigênio dissolvido e à sonda ABDA no meio. 

Tabela 5. Parâmetros cinéticos e fotofísicos obtidos para PBS-RB, F127-OA-RB e 
F127-PFC-RB. 

Amostra 
kABDA 

(10-3 min-1) 

kRB 

(10-5 min-1) 

NAbs 

(Einstein 10-4) 
γΔ ΦΔ 1O2 

PBS-RB 5,10 16,5 2,05 24,9 0,8* 

F127-OA-RB 3,14 8,79 2,86 11,0 0,35 

F127-PFC-RB 2,91 7,74 3,56 8,19 0,26 

* Valor obtido a partir da referência Redmond e Gamlin.73 

 

 Para as formulações micelares, observou-se redução do ΦΔ 1O2 em relação ao 

sistema PBS-RB. Indicando que, embora ambas as formulações mantenham a 

capacidade de gerar 1O2, a incorporação da RB aos sistemas micelares modifica o 

acesso entre o FS, oxigênio molecular e ABDA, reduzindo a eficiência aparente 

detectada pelo método indireto. 

 O ABDA é uma sonda hidrossolúvel e sua degradação depende do contato 

efetivo com o 1O2 gerado. Como o 1O2 apresenta curto tempo de vida e baixa distância 

(D) (E) (F) 
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de difusão, a resposta do ensaio pode ser influenciada pela acessibilidade da sonda 

ao local onde o 1O2 é formado. Assim, em sistemas micelares, a degradação do ABDA 

pode não refletir apenas a quantidade de 1O2 gerada, mas também a organização 

espacial entre a RB, o O2 dissolvido e a sonda em meio aquoso. 

 Nesse sentido, embora o F127-OA-RB tenha apresentado maior ΦΔ 1O2 que o 

F127-PFC-RB, essa diferença deve ser interpretada como uma tendência dentro das 

condições avaliadas, e não como evidência conclusiva de maior eficiência 

fotodinâmica intrínseca. No sistema F127-PFC-RB, a presença dos segmentos 

perfluorados pode modificar a organização micelar e a distribuição da RB na micela, 

o que pode afetar a acessibilidade do ABDA ao 1O2 formado. Dessa forma, mesmo 

que domínios perfluorados apresentem afinidade por O2, a eficiência detectada pelo 

método indireto depende também da proximidade espacial entre o O2, o estado tripleto 

da RB e a sonda utilizada no ensaio. A quantificação direta da fosforescência do 1O2 

em 1270 nm seria uma abordagem mais adequada para confirmar a geração dessa 

espécie em sistemas micelares, uma vez que reduziria as limitações associadas à 

acessibilidade da sonda ao local de formação do 1O2. 

 Além da organização micelar, deve-se considerar que a eficiência de 

encapsulamento foi diferente entre os sistemas F127-OA-RB e F127-PFC-RB. Dessa 

forma, a concentração efetiva de RB associada às micelas pode não ser exatamente 

a mesma nas duas formulações. Como o F127-PFC-RB apresentou menor EE%, é 

possível que a menor quantidade relativa de RB incorporada ao sistema também 

contribua para os menores valores aparentes na geração de 1O2 observados no ensaio 

com ABDA. Assim, uma análise futura poderia considerar a normalização da geração 

de oxigênio singleto pela concentração real de RB encapsulada, permitindo uma 

comparação mais precisa da γΔ intrínseca de cada nanocarreador. 

 Essa interpretação é reforçada pelos valores de NAbs pois o F127-PFC 

apresentou o maior número de fótons absorvidos. Entretanto, a γΔ foi menor para o 

F127-PFC-RB, indicando que a maior absorção de luz pelo sistema perfluorado não 

se traduziu diretamente em maior degradação do ABDA. Portanto, a limitação da 

análise parece estar relacionada à interação com a sonda. 

 A fotodegradação da RB também sugere que a incorporação da RB às micelas 

pode conferir maior proteção ao FS durante a irradiação, reduzindo sua degradação 

direta em comparação com a RB livre em PBS. O F127-PFC-RB apresentou menor 

KRB, indicando maior estabilidade relativa da RB frente à fotodegradação, embora 
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essa maior estabilidade não tenha sido acompanhada por uma maior geração de ΦΔ 

1O2 no ensaio com o ABDA. 

 Além da geração de oxigênio singleto, foi avaliado também o rendimento 

quântico de fluorescência das formulações. O aumento do rendimento quântico de 

fluorescência nas formulações indicou que o microambiente formado pelos 

copolímeros influencia o comportamento emissivo da RB. Esse aumento pode ser 

atribuído à incorporação da RB ao sistema micelar, uma vez que o FS passa a se 

encontrar em um microambiente mais protegido das colisões com moléculas do 

solvente, reduzindo processos de supressão colisional da fluorescência. Dessa forma 

o aumento do ΦF atua como um indicativo da associação do FS às micelas. O maior 

valor observado para F127-OA-RB sugere que a RB encontra nesse sistema um 

ambiente mais favorável à emissão fluorescente do que no F127-PFC-RB. A 

comparação dos espectros normalizados com a RB livre em PBS, apresentada na 

Figura 22B, também evidencia que a incorporação da RB às formulações altera seu 

perfil espectral, reforçando a influência do microambiente micelar sobre o 

comportamento emissivo da RB. O espectro de emissão de RB em PBS utilizado para 

o cálculo do ΦF pode ser visto no Apêndice E. 

 

Figura 22. Espectros de emissão de fluorescência da RB livre em PBS e das 
formulações micelares F127-OA-RB e F127-PFC-RB. (A) Espectros de emissão das 
formulações micelares contendo RB. (B) Espectros normalizados da RB livre em PBS 
e das formulações micelares. [RB] = 5 μM.  
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 A diferença entre a fluorescência e a geração de oxigênio singleto mostra que 

os processos fotofísicos da RB são sensíveis ao microambiente fornecido por cada 

formulação. Embora o F127-OA-RB tenha apresentado maior ΦF e maior ΦΔ 1O2 que 

o F127-PFC-RB, o PBS-RB apresentou menor ΦF e maior ΦΔ 1O2. Isso demonstra que 

o aumento da fluorescência não está diretamente relacionado, de forma simples, ao 

aumento da geração de oxigênio singleto. 

 

Tabela 6. Valores do rendimento quântico de fluorescência (ΦF) para RB em PBS e 
as formulações micelares. 

 

Amostra 
ΦF 

 

PBS-RB 0,018* 

F127-OA-RB 0,113 

F127-PFC-RB 0,047 

* Valor obtido a partir da referência Zhang et al.69 

 A resposta final depende do balanço entre emissão fluorescente, conversão 

interna, CIS, formação do estado tripleto, disponibilidade de O2 e acessibilidade da 

sonda por esse método indireto. Entretanto, os dados obtidos não permitem atribuir a 

menor emissão observada para F127-PFC-RB a uma maior eficiência de formação do 

estado tripleto, especialmente porque essa formulação também apresentou menor ΦΔ 

1O2 no ensaio com ABDA. 

 Ainda assim, a formação de um microambiente distinto no F127-PFC-RB 

permanece relevante para sistemas biológicos hipóxicos, nos quais a capacidade de 

carrear oxigênio pode desempenhar um papel diferente daquele observado em 

solução homogênea. 

 

5.7 Oxigênio dissolvido 

 

 A disponibilidade de oxigênio dissolvido nas formulações foi avaliada com o 

objetivo de investigar se a presença de segmentos perfluorados poderia favorecer a 

incorporação ou manutenção de O2 em meio aquoso. Esse parâmetro é 

particularmente relevante no contexto da TFD, uma vez que a geração de oxigênio 
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singleto depende diretamente da presença de oxigênio molecular próximo ao FS 

excitado. Assim, embora a concentração de O2 dissolvido não determine sozinha a 

eficiência fotodinâmica, ela fornece uma indicação importante sobre a capacidade do 

sistema de disponibilizar oxigênio no meio. 

 A Tabela 6 apresenta os valores de oxigênio dissolvido antes e após um minuto 

de repouso para água ultrapura e para as formulações e seus respectivos brancos. 

Inicialmente, os valores de O2 dissolvido ficaram próximos entre as amostras. Após 

um minuto, observou-se redução do teor de oxigênio em todos os sistemas avaliados 

 

Tabela 7. Concentração de oxigênio dissolvido antes e após um minuto para água 
ultrapura e formulações micelares.  

 

Amostra 
O2 

(mg L-1) 

O2 após 1 min 

(mg L-1) 
↓ΔO2 

Água Ultra Pura 8,3 7,6 0,7 

F127-OA Branco 7,6 6,9 0,7 

F127-OA-RB 7,9 7,6 0,3 

F127-PFC 

Branco 
7,9 7,6 0,3 

F127-PFC-RB 8,0 7,6 0,4 

 

 Esse comportamento sugere que a presença das formulações pode influenciar 

a manutenção do oxigênio dissolvido no meio, embora as diferenças iniciais entre os 

sistemas sejam relativamente pequenas. Para analisar a capacidade das amostras de 

reter oxigênio dissolvido, foi realizada a aeração por vórtex durante aproximadamente 

cinco minutos. Após o vórtex, observou-se aumento mais evidente da concentração 

de O2 dissolvido nos sistemas contendo F127-PFC. Esses resultados indicam que, 

após agitação, os sistemas contendo segmentos perfluorados apresentaram maior 

teor inicial de oxigênio dissolvido em comparação aos respectivos sistemas não 

fluorados. 
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Tabela 8. Concentração de oxigênio dissolvido antes e após um minuto para água 
ultrapura e formulações micelares após cinco minutos em agitação no vórtex.  

 

Amostra O2 (mg L-1) 
O2 após 1 min 

(mg L-1) 
↓ΔO2 

F127-OA Branco 7,8 6,9 0,9 

F127-OA-RB 8,0 7,6 0,4 

F127-PFC 

Branco 
8,6 8,0 0,6 

F127-PFC-RB 8,2 7,8 0,4 

 

 Dessa forma, os dados de oxigênio dissolvido indicam que as formulações 

perfluoradas apresentam tendência de maior incorporação de O2 após agitação. No 

entanto, essa incorporação foi limitada nas condições avaliadas, uma vez que o 

experimento foi realizado apenas após agitação por vórtex, sem uma etapa controlada 

de purga com O2. Assim, os resultados devem ser interpretados como uma evidência 

preliminar de que o segmento perfluorado pode modificar a dinâmica de incorporação 

de oxigênio no sistema. Para a TFD esse conjunto de dados em relação ao PFC ainda 

o mantém em uma região de interesse para estudos. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar 

nanocarreadores micelares à base de Pluronic® F127 modificado com cadeias 

perfluoradas, utilizando a RB como FS. Para isso, o sistema de F127-PFC foi 

comparado ao análogo não fluorado F127-OA, permitindo avaliar os efeitos 

associados à presença do segmento perfluorado sobre propriedades estruturais, 

coloidais, fotofísicas e sobre a disponibilidade de oxigênio molecular. 

 As caracterizações por FTIR e RMN indicaram a preservação da matriz 

polimérica e sustentaram a presença dos grupos introduzidos nos copolímeros 

modificados. As análises térmicas mostraram comportamento semelhante entre o 

F127-OA e o F127-PFC, indicando que as modificações não comprometeram de 

maneira expressiva a estabilidade térmica geral nem a transição endotérmica principal 

da matriz polimérica. As formulações obtidas apresentaram formação de micelas em 

meio aquoso, com DHs na faixa de 100-200 nm. Contudo, os valores de PDI indicaram 

distribuições amplas, evidenciando sistemas heterogêneos. Os potenciais zeta 

próximos do zero sugerem que a estabilidade das dispersões está mais associada à 

estabilização estérica das cadeias do que por repulsão eletrostática. A incorporação 

da RB foi evidenciada por UV-vis e pela alta eficiência de encapsulamento, superior a 

90% para ambas as formulações. 

 As avaliações fotofísicas demonstraram que a RB manteve atividade 

fotoquímica após a incorporação às micelas, uma vez que foi observada a degradação 

do ABDA sob irradiação. O sistema F127-OA-RB apresentou maior ΦΔ 1O2 do que a 

formulação fluorada, sugerindo que, nas condições do ensaio, a organização do 

sistema fluorado não favoreceu mais a interação entre RB, O2 e ABDA. Por outro lado, 

o F127-PFC-RB apresentou menor fotodegradação da RB e tendência a uma maior 

incorporação de oxigênio dissolvido após agitação, indicando que o domínio 

perfluorado modifica o microambiente da formulação e pode favorecer a 

disponibilidade de O2.  

 Embora o F127-PFC-RB não tenha apresentado maior ΦΔ 1O2 no ensaio 

indireto com ABDA, esse resultado deve ser interpretado considerando as limitações 

da análise. A determinação por ABDA depende da acessibilidade da sonda ao local 

de formação do 1O2 e pode ser influenciada pela organização micelar, pela distribuição 

da RB na micela, pelo curto tempo de vida e pela baixa distância de difusão do 1O2. 
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Além disso, a ausência de detecção direta por fosforescência em 1270 nm limita a 

confirmação quantitativa da geração de 1O2 no sistema micelar. Ainda assim, o 

comportamento do F127-PFC-RB frente ao oxigênio dissolvido e à maior estabilidade 

da RB durante a irradiação reforça seu potencial como plataforma a ser otimizada para 

aplicações na TFD. Estudos futuros devem investigar a organização interna dessas 

micelas, a localização relativa entre RB e O2, estratégias para melhorar a incorporação 

de oxigênio, como purga, e o desempenho dos sistemas em modelos biológicos 

hipóxicos, em colaboração com o LabCancer e/ou grupos da área de farmacologia da 

UFSC. 
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APÊNDICE 

 

Apêndice A. FTIR do copolímero F127-OA. 

 

Apêndice B. FTIR do copolímero F127-PFC. 
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Apêndice C. Espectro de 1F RMN da formulação F127-OA. 

 

 

Apêndice D. Gráfico da tensão superficial versus log da concentração para o cálculo 

da CMC. 
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Apêndice E. Espectro de emissão da RB em PBS em diferentes quantidades. 
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