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Resumo — As ftalocianinas de zinco (FC-Zn) sao
macromoléculas aromaéticas candidatas a fotossensibilizadores
em aplicac0es clinicas da terapia fotodinamica (TFD). O fato de
possuirem alta capacidade de transferéncia eletrénica e
significativa inducdo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
fazem das ftalocianinas e seus derivados um agente de grande
interesse na literatura. Contudo, uma série de desafios ainda
limitam o amplo uso desse tipo de molécula em aplicagdes
clinicas de TFD. Dentre estes, destacam-se algumas de suas
caracteristicas fisico-quimicas que induzem a um processo de
agregacdo em meio aquoso e reduzem significativamente a
producdo de oxigénio singlete local. Neste sentido, nosso
trabalho investigou, por espectroscopia de absorcdo optica e
fluorescéncia, o0 comportamento da organizagcdo molecular em
meio aquoso de trés compostos de carboxi-ftalocianinas
dispersos em presenga de solugdes micelares poliméricas
(Pluronic®F127, PoloxamerP123 e Ultraric-PE62) e com
variacdo na razdo massa/volume (1%, 2% e 5%). As trés
carbdxi-ftalocianinas  analisadas  diferiam nos grupos
substituintes: C5H11, H e CH3. Os resultados espectroscdpicos
indicaram que as ftalocianinas, na presenca das trés solugdes
micelares encontram-se em estados de organizacdo
caracterizados como majoritariamente monomeérico, sendo a
solucdo de carbdxi-ftalocianinas néo esterificada dispersa em
PoloxamerP123 (1%) a preparacdo com maior presenca de
mondmeros. Os ensaios de fluorescéncia indicam que o modo de
organizagdo molecular influenciou o rendimento quéantico de
fluorescéncia. Assim, baseado em nossos resultados conclui-se
que todas as ftalocianinas associadas a micelas poliméricas
apresentam potencial para uso em terapia fotodinamica, sendo
a formulagdo de Pluronic®F127 com maior rendimento de
emissao fluorescente. Por isso, torna-se essencial a determinacéo
do rendimento quantico de oxigénio singlete de cada
formulacéo.
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I.  INTRODUCAO

A terapia fotodindmica (TFD) é uma modalidade
terapéutica que utiliza-se de luz laser para induzir a geracdo
de oxigénio siglete em local de interesse clinico [6]. A TFD
tem sido empregado no tratamento de tumores, artrites e
diferentes doencas de pele . No caso especifico dos tumores, a

TFD tem se mostrado muito promissora, uma vez que 0
tratamento por meio dessa técnica pode ser seletivo, atingindo
apenas as células tumorais, além de ser ndo-invasivo [6].

O principio de atuacdo da TFD combina luz laser de baixa
intensidade com a inducdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs). A disponibilidade local de oxigénio e agentes
fotossensibilizadores (FS), corante ndo tdxico e fotossensivel,
pode produzir citotoxicos, tal como oxigénio singlete, por
absor¢cdo de energia luminosa e foto-excitagdo por
transferéncia de energia [13].

Nas Ultimas décadas, foram desenvolvidos compostos
fotossensibilizadores com propositos de diagndstico e terapia.
Dentre eles, pode-se destacar as ftalocianinas. As ftalocianinas
sdo estruturas analogas as porfirinas, que sdo macromoléculas
aromaticas de ocorréncia natural e desempenham papel vital
em sistemas bioldgicos. Apesar de apresentarem
similaridades, as ftalocianinas ndo ocorrem naturalmente
como as porfirinas

As ftalocianinas apresentam duas bandas de absorcdo
tipicas, as quais podem ser observadas por meio da
espectroscopia na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis). A
primeira e mais energética é conhecida como banda B ou de
“Soret” que absorve na regido entre 275-389 nm. A banda B
esta relacionada com as transicdes dos niveis @ mais
profundos com o orbital molecular de menor energia
desocupado (LUMO) [3]. A outra banda é conhecida como
banda Q que absorve na regido entre 600-720 nm e suas
transicOes eletrbnicas estdo relacionadas ao estado
fundamental w-orbital molecular de maior energia ocupado (7t-
HOMO) e o primeiro estado excitado (7*-LUMO) [4].

Um fato importante das ftalocianinas é a sua
hidrofobicidade, pois essa propriedade em meio aquoso leva a
auto agregacdo e em muitos casos a uma subsequente
precipitacdo. As macroestruturas reduzem drasticamente a
capacidade dos compostos de gerar oxigénio singlete. Os
efeitos da agregacdo, devido & conjugacdo do macrociclo da
ftalocianina, € um grande desafio a ser superado. Assim como
os surfactantes, os polimeros sdo utilizados como estratégia
para reduzir a agregagdo das ftalocianinas em solventes
aquosos, fazendo com que os problemas fotofisicos e



fotoquimicos sejam minimizados. Por isso, as micelas
poliméricas ganharam especial interesse e tém sido
amplamente investigadas no uso clinico, uma vez que
apresentam  considerdvel  biocompatibilidade e uma
especificidade quando falamos de carreadores de farmacos.

Por isso, considerando o contexto apresentado, o objetivo
do presente trabalho foi investigar o comportamento fisico-
quimico de moléculas derivadas de ftalocianinas de zinco:
carboxi-ftalocianinas esterificadas (Fig. 1 — composto 1) e
carboxi-ftalocianinas ndo esterificadas (Fig. 1 — compostos 2
e 3), na presenca de sistemas carreadores constituidos de
micelas poliméricas, com intuito de avaliar a viabilidade das
referidas moléculas como fotossensibilizantes em aplicacdes
de TFD.

Il.  MATERIAIS E METODOS
A. Materiais

Foram utilizados, sem tratamento prévio, os seguintes
reagentes: Pluronic®F127 12600 g.mol-1 (BASF),
PoloxamerP123 5750 g.mol-1 (Sigma-Aldrich),
ULTRARIC®PE62 2500 g mol-1 (OXITENO),
dimetilsulféxido P.A. 99,9% (Sigma-Aldrich), etanol P.A.
99,5% (Sigma-Aldrich).

Os derivados de ftalocianinas de zinco (carboxi-
ftalocianinas, esterificadas e ndo esterificadas) foram
sintetizadas e caracterizadas pelo Dr. Francisco Batista do
Nascimento durante o periodo de doutorado em Ciéncia e
Tecnologia Quimica na Universidade Federal do ABC [1].
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Figura 1. Moléculas derivadas de ftalocianinas de zinco:
carboxi-ftalocianinas esterificadas (composto 1) e carboxi-
ftalocianinas néo esterificadas (compostos 2 e 3).

Os espectros de absor¢cdo foram obtidos em um
espectrofotdmetro UV-Vis Cary 60 (Agilent). Os espectros de
emissao de fluorescéncia foram obtidos no espectrofotdmetro
de fluorescéncia Cary Eclipse (Agilent). Os tempos de vida de
fluorescéncia (7) foram obtidos no Espectrémetro de
Fluorescéncia e Tempo de Vida FluoTime 300 da PicoQuant.

B. Métodos

Preparagdo das micelas poliméricas: As solugfes dos
copolimeros Pluronic®F127, PoloxamerP123 e
ULTRARIC®PEG62 foram preparadas nas concentragdes 1%,
2% e 5% (massa/volume). Apds pesar a quantidade apropriada
do copolimero foi adicionado o tampéo fosfato, sob agitacdo
magnética branda, até a completa dissolucdo do sistema
polimérico. Todo o procedimento foi feito a temperatura
ambiente. Finalizado o processo, a amostra ficou em repouso
por 24 horas [2].

Utilizando uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de
1 cm em temperatura ambiente. Os tempos de vida (t) foram
obtidos utilizando-se a técnica de tempo correlacionado de
contagem de Unico féton (Time Correlated Single Photon
Counting Setup - TCSPC). Os decaimentos foram analisados
pelo software de andlise de decaimento de fluorescéncia
global FluoFit da PicoQuant (PicoQuant FluoFit Global
Fluorescence Decay Analysis Software). O procedimento
numérico para se obter os melhores ajustes dos valores de t
foi baseado no algoritmo de Marquardt-Levenberg, o qual
associa a qualidade dos ajustes ao valor de chi-quadrado
reduzido (x2), que por sua vez, tem um limite tedrico de 1,0.
Os valores mais proximos de 1,0 indicam um ajuste adequado,
embora, em alguns casos valores de até 1,3 sdo aceitaveis sob
certas condicdes, assim como alguns valores menores do que
1,046.

Apos o preparo das solugdes micelares, em cada uma delas
foi adicionada uma aliquota das solugdes estoque das
ftalocianinas (compostos 1, 2 e 3 na concentracdo de 1,0x10-
4 mol. L-1 em DMSO), de modo que a concentracao final dos
compostos 1, 2 e 3 em meio micelar fosse cerca de 1,0x10-6
mol. L-1.

Em seguida, as amostras foram submetidas a agitacéo
magnética branda por cerca de 60 minutos. No caso das
solucBes micelares na concentragdo de 5% (massa/volume), o
periodo de agitagdo magnética foi de 120 minutos.

Posteriormente, foram colocados 2,0 mL das solugdes de
estudo (solugdes micelares contendo os compostos 1, 2 e 3)
em um par de celas de quartzo, sendo que na cela de referéncia
foi colocada apenas a solugdo micelar. Em seguida, foram
registrados os comprimentos de onda maximos de absorcédo e
os valores das absorbancias. Todas as medidas foram
realizadas a temperatura ambiente.

As medidas de intensidade de emissdo e de decaimento de
fluorescéncia foram realizadas com as mesmas solugdes de
estudo (solugBes micelares contendo os compostos 1, 2 e 3)
das medidas de absorcdo. Em celas de quartzo de
fluorescéncia (com 1 cm de caminho 6ptico) foram colocados
2,0 mL das referidas solucdes de estudo e, em seguida,
registrou-se as intensidades de emissdo e 0s decaimentos de
fluorescéncia. Todas as medidas foram realizadas &
temperatura ambiente.

Ill. RESULTADOS

A ZnPc apresenta uma intensa banda Q em torno de 670
nm e uma banda mais larga e menos definida préxima de 300
nm [8]. A adicdo de grupos substituintes nas posicdes
periféricas da ZnPc pode influenciar muitas de suas
propriedades. Os substituintes periféricos tendem a aumentar
a distancia entre os anéis macrociclicos planares que
transportam os elétrons = e, portanto, facilitam o processo de
solvatacdo da molécula. Solventes organicos tendem a reduzir
a agregacdo das ZnPcs enquanto que solventes aquosos
favorecem a formacéo de agregados.

A. Medidas de absorcéo no UV-Vis das ftalocianinas em
meio micelar

Na Figura 2 apresenta-se 0s espectros de absor¢do UV-
VIS representativos dos compostos 1, 2 e 3 em meio micelar
na concentracdo massa/volume de 1%. No meio micelar
PoloxamerP123, os referidos compostos derivados exibiram



maior valor de absorbéancia, indicando maior presenca de
monémeros. Nessa figura, observa-se que os compostos 2 e 3
possuem um comportamento similar em relagdo a posi¢do das
bandas B e Q. Contudo, o composto 1 se comportou de forma
distinta aos demais. Este comportamento anémalo, do
composto 1, foi também observado nos outros dois meios
micelares investigados.
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Figura 2. Espectro de absorcdo dos compostos 1 (—),
2 (—) e 3 (—) em meio micelar de PoloxamerP123 (1%)
a temperatura ambiente.

Na presenga da solucdo Ultraric-PE62, o perfil dos
espectros de absorcdo se aproximara ao que seria esperado
para as ftalocianinas monomeéricas, embora com valores de
absorbancia menores ao esperado (Figura 3).
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Figura 3. Espectro de absorcdo dos compostos 1 (—),
2 (—) e 3 (—) em meio micelar de Ultraric-PE62 (1%) a
temperatura ambiente.

Os espectros de absorcdo dos trés compostos 1 (—), 2 (—
) e 3 () em meio micelar de Ultraric-PE62 (1%) a
temperatura ambiente, em especial o composto 1, indicam a
possivel presenca de agregados na solucdo polimérica.
Conforme reportado anteriormente [7], o raio hidrodindmico
de micelas
de P123 diminui com o aumento da concentracdo do
copolimero. Desta forma, as micelas formadas em
concentragdes mais elevadas do polimero foram menores do
que as produzidas em concentracGes mais baixas.

B. Medidas de emisséo de fluorescéncia das ftalocianinas
em meio micelar

As ftalocianinas apresentam emisséo de fluorescéncia a qual
¢ caracterizada por uma banda numa faixa de comprimento
de onda entre 670-710 nm. A emiss&o tem sua origem a partir
de um estado excitado localizado no anel tetrapirrélico [4].
Os espectros eletrénicos de emissdo de fluorescéncia em
meio micelar PoloxamerP123 dos compostos 1, 2 e 3 estdo
representados nas Figura 4.
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Figura 4. Espectro de emissdo de fluorescéncia dos
compostos 1 (—), 2 (—) e 3 (—) em meio micelar de
PoloxamerP123 (1%) a temperatura ambiente. O
comprimento de onda de excitacdo utilizado foi de 635 nm.

Nas concentra¢des de 1% do copolimero PoloxamerP123
observa-se que todos 0s compostos apresentaram um (nico
pico. Os espectros apresentaram 0s maximos de emisséo em
torno de 700 nm. Para o composto 1 a intensidade maxima
foi verificada em comprimentos de onda menores (cerca de
690 nm).

Na presenca de Ultraric-PE62 (Figura 5), ndo foi
constatada emissdo fluorescente do composto 1. Fato que
corrobora com o0s resultados de absor¢cdo obtidos
anteriormente (Figura 3). A presenca de grandes agregados
moleculares seria a justificativa para esses achados.
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Figura 5. Espectro de emissdo de fluorescéncia dos
compostos 1 (—), 2 (—) e 3 (—) em meio micelar de Ultraric-
PE62 (1%) a temperatura ambiente. O comprimento de onda
de excitagdo utilizado foi de 635 nm.



A interacdo dos compostos 1, 2 e 3 com 0s copolimeros,
em especial suas cadeias, influencia suas propriedades uma
vez que ird impactar nas transigdes eletrbnicas desses
compostos.

IV. DISCUSSAO

A interacdo entre as moléculas derivadas de ftalocianinas
de zinco (compostos 1, 2 e 3) e 0s sistemas micelares mostrou-
se dependente da estrutura das referidas moléculas assim
como da composicao e da concentracdo dos meios micelares.
O composto 1 possui um substituinte éster, o qual por ser
volumoso, pode acarretar um impedimento estérico da
molécula, inviabilizando sua incorporacdo nos sistemas
micelares. Adicionalmente, pode ocorrer repulsdo entre 0s
grupos ésteres e 0 grupo CH3 do 6xido de propileno presente
nos copolimeros. Provavelmente esses dois fatores sdo
responsaveis pelo comportamento do composto 1 nos meios
micelares. Os compostos 2 (substituinte H) e 3 (substituinte
CH3) podem apresentar uma interacdo entre o &cido
carboxilico presente em suas moléculas com os grupos 6xido
de etileno presente nos copolimeros via ligacao de hidrogénio.
No caso do composto 2, a referida interacdo possui um carater
mais hidrofilico. Porém, nas duas situacbes a referida
interacdo pode favorecer a incorporacdo dos compostos (2 e
3) nos sistemas micelares. Em relagdo ao efeito da
concentracdo dos meios micelares, tem-se que em
concentragdes mais elevadas do copolimero pode ocorrer a
formacdo de micelas com menor tamanho, o que poderia
impactar na quantidade de moléculas dos compostos 1, 2 e 3
que seriam incorporadas. Desta forma, os resultados obtidos
até o momento indicam que 0s compostos 2 e 3 se mostram
como promissores agentes fotossensibilizantes.

V. CONCLUSAO

Os resultados apresentados indicaram que as
propriedades das moléculas de carboxi-ftalocianinas podem
sofrer diversos tipos de interacdo, as quais sdo dependentes
da composi¢do e da concentragdo do meio no qual se
encontram. Os ensaios de fluorescéncia indicam que 0 modo
de organizacdo molecular influéncia o rendimento quantico
de fluorescéncia. Assim, baseado em nossos resultados
conclui-se que a formulacdo de Pluronic®F127 possui maior
rendimento de emissdo fluorescente e maior potencial de uso
clinico.
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