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RESUMO 

 

A terapia fotodinâmica consiste em uma nova e promissora técnica de tratamento de 

câncer. O tratamento se baseia na administração tópica ou sistêmica de um 

fotossensibilizador, que se acumula seletivamente em tecido tumoral. Na presença de luz e 

oxigênio o fotossensibilizador produz espécies tóxicas levando as células à morte. 

Neste trabalho foi determinada a eficiência fotodinâmica dos corantes fenotiazínicos 

(Azul de Metileno e Azul de Toluidina O) e xantenos (Rose Bengal, Eritrosina B, Eosina Y e 

Fluoresceína) através da comparação dos valores de concentração inibitória media (IC50) 

em células tumorais HEp-2; atividade fotodinâmica utilizando o ácido úrico como dosímetro 

químico; interação com proteína através da constante de ligação (KA) com BSA e 

coeficiente de partição em octanol-água (logP). Os resultados foram relacionados com as 

propriedades moleculares destes corantes afim de se obter uma melhor compreensão de 

suas estruturas e fornecer subsídios para o planejamento de novos e melhores compostos 

para serem utilizados como fotossensibilizadores em PDT. 

Os experimentos mostraram que os fenotiazínicos são mais citotóxicos nesta 

linhagem celular do que os xantenos, sendo que o Azul de Toluidina O possui o menor 

valor de IC50. Dentre os xantenos, o Rose Bengal foi o fotossensibilizador mais eficiente 

em causar fotoxidação do ácido úrico e o Azul de Toluidina O dentre os fenotiazínicos. 

Estes resultados estão de acordo com os resultados obtidos nos experimentos citotóxicos, 

em que Rose Bengal e Azul de Toluidina O apresentam os menores valores de IC50, em 

suas respectivas famílias. Os xantenos possuem maior interação com BSA do que os 

fenotiazínicos. Os corantes fenotiazínicos são mais hidrofóbicos do que os xantenos (com 
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exceção do Rose Bengal), o que corrobora com os valores de IC50, pois também são os 

mais citotóxicos. 

Relacionando algumas propriedades moleculares dos corantes obtidos no estudo 

teórico com os dados experimentais observou-se que; i) quanto menor os valores das 

energias dos orbitais HOMO e LUMO maior foi os valores obtidos de IC50; ii) os 

corantes fenotiazínicos são moléculas menores que os corantes xantenos, facilitando 

sua difusão pela membrana plasmática e a localização nas organelas; iii) nos corantes 

xantenos a substituição por um átomo de número atômico maior provoca aumento no 

valor da atividade fotodinâmica e iv) os xantenos apresentam momentos de dipolo 

maiores do que os fenotiazínicos, explicando assim a maior hidrofilicidade dos 

xantenos.  

 Os resultados obtidos mostraram que os corantes fenotiazínicos possuem uma 

eficiência fotodinâmica superior aos dos corantes xantenos, sendo que o Azul de 

Toluidina O é o mais eficiente e deve ser considerado como agente potencial para 

aplicação em PDT. 
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ABSTRACT 

 

The photodynamic therapy consists in a new technique for cancer treatment. The 

treatment is based on topic or systemic administration of a photosensitizer, which is 

selectively retained in tumor tissue. In the presence of light and oxygen, it produces 

toxic species to cells leading to their death. 

In this work it was determinated the photodynamic efficiency of phenothiazinium 

(Methylene Blue and Toluidine Blue O) and xanthene dyes (Rose Bengal, Erythrosin B, 

Eosin Y and Fluorescein) by comparing the values of medium inibitory concentration 

(IC50) in HEp-2; photodynamic activity using the uric acid as a chemical dosimeter; 

interaction with protein through the binding constant (KA) with BSA and the octanol-

water partition coefficient (logP). The results were related with the molecular properties 

of these dyes, in order to obtain a better understanding of their structures and provide 

insights for the design of new and better compounds to be used as photosensitizers in 

PDT. 

 The experiments showed that the phenothiazine dyes are more cytotoxic in this 

cell line than the xanthenes, being Toluidine Blue the one that has the lower IC50. 

Among the xanthenes, Rose Bengal was the most efficient photosensitizer in causing 

photoxidation of uric acid and the Toluidine Blue O among the phenothiazines. These 

results are consistent with the ones obtained in the cytotoxicity experiments, once the 

Rose Bengal and Toluidine Blue O have the lower IC50 values, when compared with the 

other dyes studied in the same family. The xathenes have higher interaction with BSA 

than the phenothiazines. The phenothiazine dyes are more hydrophobic than the 
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xanthenes (with the exception of Rose Bengal), which corroborate with the IC50 values, 

once they are also the most cytotoxic.  

 Relating some molecular properties of the dyes obtained in the theoretical studies 

with the experimental data, it could be observed that; i) the lower is the values of HOMO 

and LUMO energy, the high is the IC50; ii) the phenothiazine dyes are smaller molecules 

than the xanthenes, which facilitate their diffusion across the plasmatic membrane and 

the localization in organelles; iii) in xanthenes dyes the substitution for an atom with 

higher atomic number increases the photodynamic activity, and iv) the xanthenes dyes 

have the higher dipole moment than the phenothiazines, explaining the higher 

hydrophilicity of the xanthenes. 

The obtained results showed that the phenothiazine dyes have higher 

photodynamic efficiency than the xanthenes dyes, being Toluidine Blue the most 

efficient of these dyes and it should be considered as a potential agent for photodynamic 

therapy.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Terapia Fotodinâmica  

 

O câncer é uma das principais causas de morte e sua incidência vem 

aumentando cada vez mais. Terapias tradicionais contra o câncer tais como cirurgia, 

destruição das células cancerígenas por substâncias tóxicas (quimioterapia) ou por 

radiação (radioterapia) freqüentemente são inadequadas por apresentar vários efeitos 

colaterais causados pela perda de função da célula normal devido à falta de 

seletividade destas terapias, além de não oferecer a recuperação total do paciente. 

Portanto, há necessidade de melhores métodos de tratamento da doença, que sejam 

mais eficazes e seletivos, obtendo-se deste modo menores efeitos colaterais1,2. 

A Terapia Fotodinâmica (PDT, do inglês, Photodynamic Therapy) é um 

tratamento promissor que envolve a administração local ou sistêmica de um 

fotossensibilizador (FS) seguida de irradiação com luz visível de comprimento de onda 

compatível com a absorção do FS após um período de tempo no qual este se acumula 

preferencialmente nas células tumorais3-6. Assim, FS e luz na presença de oxigênio 

molecular gera espécies citotóxicas letais que são capazes de danificar componentes 

celulares como membranas7, proteínas8 e ácidos nucléicos9, provocando a destruição 

irreversível da célula tumoral e possibilitando grande seletividade, pois somente as 

células que são expostas simultaneamente ao FS e luz  sofrerão o efeito citotóxico3. 

A PDT é um tratamento interessante para o câncer devido à seletividade dupla 

obtida pelo acúmulo preferencial do FS na célula tumoral e pela habilidade de confinar 

a ativação do FS a estas células através da restrição da iluminação àquela região 
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específica3,5. Portanto, comparado com os métodos atuais de tratamento, PDT possui a 

vantagem de ser um método mais efetivo e seletivo de destruição das células tumorais 

sem destruir as células vizinhas normais10. Além disso, PDT também possui aplicações 

não-oncológicas, sendo utilizada para tratamentos dermatológicos 11 e na inativação de 

microrganismos, técnica conhecida como inativação fotodinâmica 12-17. 

Outra vantagem é que PDT é uma modalidade de tratamento minimamente 

invasiva, podendo ser aplicada repetidamente no mesmo local e ser usada no 

tratamento de vários tipos de câncer, incluindo aqueles que são resistentes as outras 

terapias. É importante observar que o uso da quimioterapia, radioterapia ou cirurgia não 

impedem a aplicação da PDT, estas podem ser usadas antes ou após o paciente ter 

sido submetido a PDT e vice-versa4,18. 

 

1.2. Mecanismos de fotossensibilização  

 

Após a absorção de um fóton, o FS é excitado do estado fundamental para o 

primeiro estado excitado singlete (spins opostos), este pode retornar ao estado 

fundamental através de transições radiativas (fluorescência) ou não-radiativas 

(conversão interna) entre estados de mesma multiplicidade, pode também ser 

convertido através do cruzamento intersistema ao estado excitado tripleto sofrendo 

inversão de spin. O estado tripleto possui tempo de vida longo o suficiente para permitir 

que o FS excitado interaja com as moléculas vizinhas de duas maneiras, definidas 

como mecanismos tipo I e tipo II20-24. 

O mecanismo tipo I envolve a transferência de elétron ou abstração de um átomo 

de hidrogênio entre o FS excitado e um substrato, gerando radicais livres. Estes 
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radicais podem reagir com oxigênio para formar espécies reativas tais como ânions 

superóxidos e radicais hidroxilas, estas espécies causam danos oxidativos produzindo 

lesões nas células20,22. No mecanismo tipo II o FS transfere sua energia diretamente 

para o oxigênio molecular no estado fundamental triplete, gerando oxigênio excitado 

singlete21-23. A figura 1 ilustra graficamente o processo de absorção de luz pelo FS e 

transferência de energia. 

 

 

Figura 1.  Ilustração gráfica dos mecanismos fotoquímicos e fotofísicos em PDT8. 
 

O oxigênio singlete reage eficientemente com diferentes substratos biológicos 

com consequente dano oxidativo que pode causar a morte celular23-25. Devido a sua 

natureza altamente reativa, o oxigênio singlete possui raio de ação estimado em cerca 

de 0.01-0.02 µm, correspondendo ao tempo de vida de 0.01-0.04 µseg em sistemas 

biológicos, isto significa que o dano fotodinâmico causado por sua formação ocorre 

próximo à localização da molécula do FS durante a irradiação. Sendo assim, a 
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localização subcelular do FS é extremamente importante, pois determina a localização 

inicial do dano e seu impacto para a célula25-27.  

Embora seja aceito que o mecanismo tipo II é o que ocorre predominantemente 

durante a PDT e que o oxigênio singlete é o principal agente responsável pelos danos 

causados nas células tumorais3,22,23,26, as reações do tipo I se tornam importantes em 

baixas concentrações de oxigênio, sendo que os dois mecanismos produzem danos 

oxidativos causando a consequente destruição do tumor3. 

A eficiência da PDT depende da natureza química do FS, da sua concentração e 

localização no momento da irradiação, da dose de luz total utilizada, do tempo entre a 

administração do fotossensibilizador e a irradiação, do tipo do tumor e do seu nível de 

oxigenação4,10. 

 

1.3. Fotossensibilizadores 

 

Como foi visto anteriormente o FS na presença de luz e oxigênio molecular 

produz espécies citotóxicas capazes de destruir a célula tumoral. No entanto, um 

composto deve possuir algumas propriedades específicas para que possa ser utilizado 

como fotossensibilizador8, 28-30: 

• Características fotofísicas favoráveis; 

• Ser quimicamente puro e ter composição constante e conhecida, pois compostos 

puros simplificam a interpretação da relação dose-resposta; 

• Ter mínima toxicidade no escuro, não ser mutagênico nem carcinogênico e 

apresentar toxidez somente na presença de luz; 
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• Acúmulo preferencial na célula tumoral (seletividade), evitando assim efeitos 

colaterais; 

• Ser rapidamente eliminado do organismo induzindo assim uma baixa toxicidade 

sistêmica (farmacocinética favorável); 

• Ser solúvel em água ou em solvente inofensivo e não apresentar agregação em 

meio biológico, pois isto reduz a eficiência fotodinâmica; 

• Não provocar dor durante e após o tratamento, já que PDT geralmente não 

requer anestesia ou sedação pesada; 

• Facilidade de obtenção em escala industrial com boa reprodutividade e custos 

reduzidos. 

As características fotofísicas favoráveis associadas à fotosensibilização 

envolvem a excitação do FS do estado fundamental para o estado excitado singlete 

através da absorção de luz na região de 600-800 nm (conhecida como “janela 

terapêutica”) e o cruzamento intersistema do estado excitado singlete ao estado 

excitado triplete20,29. Quanto maior o comprimento de onda da luz incidente maior é a 

penetração no tecido e o efeito terapêutico obtido18,28,31. Radiações de comprimento de 

onda menor sofrem maior espalhamento e são absorvidas por cromóforos endógenos, 

principalmente a hemoglobina, diminuindo a penetração de luz no tecido e as bandas 

de absorção em comprimentos de onda maiores que 800 nm além de serem absorvidas 

pela água não possuem energia suficiente para produzir oxigênio singlete9,29,31,32.  

As interações do estado excitado triplete do FS com oxigênio endógeno nas 

células alvo ou com substratos biológicos produzem os efeitos citotóxicos desejados. 

Sendo assim, é extremamente importante que um FS possua alta reatividade 
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fotoquímica, com alto rendimento do estado excitado triplete com tempo de vida longo o 

suficiente para que possa produzir eficientemente oxigênio singlete (alto rendimento 

quântico de formação de oxigênio singlete, Φ∆) bem como outras espécies reativas de 

oxigênio3,20,29. 

O Photofrin®, uma mistura complexa de monômeros, dímeros e oligômeros de 

porfirina, foi o primeiro composto a obter aprovação pela Food and Drug Administration 

(FDA) para ser usado em PDT para o tratamento de vários tipos de câncer. Apesar de 

seu sucesso clínico, este composto apresentou alguns efeitos colaterais como 

prolongada fotossensibilidade da pele e fraca absorção acima de 600 nm, limitando seu 

uso em tumores mais profundos devido à fraca penetração da luz no tecido25,28,29,33. A 

busca por fotossensibilizadores quimicamente puros, com absorção de luz em 

comprimento de onda maiores e com a redução da fotossensibilidade da pele em 

comparação ao Photofrin® levou ao desenvolvimento e estudo de várias classes de 

compostos, como as clorinas, as bacterioclorinas e as ftalocianinas16. 

Os corantes fenotiazínicos são moléculas catiônicas com estrutura fundamental 

composta por um sistema de anel aromático tricíclico planar, que constitui um sistema 

altamente conjugado, funcionando como o cromóforo destes compostos. Estas 

características estruturais conferem aos fenotiazínicos propriedades adequadas para 

uso em PDT, como intensa absorção na região de 620-660 nm, região do espectro útil 

em PDT por estar dentro da janela terapêutica requerida para a eficiente penetração da 

luz no tecido bem como considerável rendimento quântico de oxigênio singlete34-38. As 

pesquisas envolvendo o uso dos corantes fenotiazínicos em PDT tem sido 

predominantemente concentradas no Azul de Metileno e no Azul de Toluidina O (figura 

2), que são compostos com estrutura química e propriedades físico-químicas similares, 
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possuindo um átomo de nitrogênio no anel central capaz de aceitar prótons e dois 

átomos de nitrogênio que contribuem para a deslocalização da carga no cromóforo, 

estabilizando o cátion36,39. 

 

 

Figura 2 . Estrutura química dos corantes Azul de Metileno e Azul de Toluidina O35. 
  

O Azul de Metileno é capaz de induzir efeito fototóxico em uma variedade de 

células tumorais in vitro, incluindo células HeLa (adenocarcinoma cervical humano), 

adenocarcinoma mamário, sarcoma 180, carcinoma de bexiga de rato, carcinoma de 

bexiga humana, célula-T humana e linfoma de células B33,40. O Azul de Toluidina O 

também exibe fototoxicidade em células de carcinoma epidermóide das glândulas 

submaxilares humanas e em células HeLa40.  

O Azul de Metileno também possui atividade fotodinâmica in vivo, mostrando-se 

muito eficiente quando administrado diretamente no tumor, sendo utilizado em câncer 

superficial de bexiga e câncer de esôfago inoperável38,41,42. No entanto, a aplicação 

clínica do Azul de Metileno tem sido limitada devido à ausência de eficiência in vivo 

quando sua administração é feita por via intravenosa. Em meio biológico, os 

fenotiazínicos possuem a tendência de serem reduzidos por enzimas celulares, NADH e 



 8 

FADH2, a forma reduzida ou Leuco Azul de Metileno é incolor e absorve luz somente na 

região ultra-violeta, sendo portanto de pouca utilidade para a aplicação em PDT41,43-45. 

Além de serem utilizados no tratamento contra o câncer, o Azul de Metileno e o 

Azul de Toluidina O também são fotossensibilizadores eficientes na inativação de 

organismos patogênicos, incluindo vírus44,46, bactérias16,34,35,46,47 e fungos17,48. O Azul 

de Metileno tem sido utilizado na descontaminação de plasma sangüíneo43,46,49 e 

também no tratamento de metemoglobinemia29,50 e psoríase38,49. O Azul de Toluidina O 

tem sido utilizado na inativação de patógenos da cavidade oral, tais como fungos e 

bactérias16-17,44, 51-53. 

Os corantes xantenos são compostos aniônicos cíclicos com três anéis 

aromáticos em arranjo linear com um átomo de oxigênio no anel central. Alguns 

exemplos de xantenos são: Rose Bengal, Eosina Y, Eritrosina B e Fluoresceína (figura 

3). Estes corantes também possuem algumas propriedades satisfatórias para a PDT, 

como considerável rendimento quântico de oxigênio singlete, baixo custo e intensa 

absorção de luz na região visível (500-570 nm), no entanto, por não absorverem em 

comprimento de onda adequado para máxima penetração de luz nos tecidos estes 

corantes são mais indicados para o tratamento de lesões superficiais54-56 . 
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Figura 3.  Estrutura química dos corantes Eritrosina B, Eosina Y, Rose Bengal e Fluoresceína49. 
 

Rose Bengal é o corante xanteno mais utilizado, possui alto rendimento quântico 

de oxigênio singlete57-60; sendo capaz de causar danos in vitro em células epiteliais de 

córnea de coelho58 e células epiteliais do pigmento da retina61. No entanto, a aplicação 

clínica do Rose Bengal também tem sido limitada, pois ao ser administrado de maneira 

sistêmica é rapidamente acumulado no fígado e excretado antes que possa se 

acumular no tecido tumoral57,58,61. Este corante também tem sido utilizado topicamente 

em oftalmologia para diagnóstico e na inativação fotodinâmica de bactérias16,17,60,62. 

Devido à baixa toxidez e alta fluorescência, a Fluoresceína é utilizada como um 

agente de visualização para doenças oftalmológicas50. A Eritrosina B e Eosina Y 

possuem atividade fotodinâmica em bactérias e fungos16,17,55, sendo que a Eosina Y 

também foi extensivamente aplicada na quantificação e coloração de proteínas63. 
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Em relação ao uso terapêutico, estes corantes xantenos apresentados ainda 

necessitam de algumas mudanças estruturais que façam com que seu comprimento de 

absorção máximo se encontre dentro da janela terapêutica de 600-800 nm necessária 

para o tratamento em seres humanos55. 

 

1.4. Transporte e localização dos fotossensibilizad ores 

 

A estrutura química do FS determina seu modo de interação com as vizinhanças, 

tanto in vitro quanto in vivo. A hidrofobicidade e carga do FS influenciam seu 

comportamento em solução in vitro, isto é, se permanecerá na forma agregada ou 

monomérica. Já in vivo a hidrofobicidade, natureza química das cadeias laterais e carga 

do FS determinará a extensão das interações com as proteínas do plasma, com o pH 

do tecido tumoral e sua localização no mesmo64. 

 Já foi mencionado que devido ao pequeno raio de ação e curto tempo de vida do 

oxigênio singlete, a estrutura celular na qual o FS estiver ligado ou que estiver próxima 

do FS será preferencialmente danificada no processo de iluminação. De fato, a 

localização do FS em diferentes organelas ou em outras subestruturas celulares é 

relacionada com sua fototoxicidade total e com os mecanismos de morte celular64,65. A 

membrana plasmática, lisossomos, mitocôndria e citoplasma são componentes 

celulares onde o FS pode se localizar8,33,61,64. 

 In vivo, os fotossensibilizadores podem se ligar tanto à albumina quanto às 

lipoproteínas do plasma64,66, onde o principal mecanismo de transporte do FS até o 

tecido tumoral é realizado através das lipoproteínas de baixa densidade (LDL)64,65,67. A 

LDL é a principal lipoproteína carregadora de colesterol no plasma humano, contendo 
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cerca de 2/3 do colesterol total do plasma, cada molécula de LDL contém 

aproximadamente 1500 moléculas de colesterol esterificado (éster colesteril) rodeada 

por uma monocamada fosfolipídica, colesterol livre e apoproteína-B (figura 4), sendo 

que as células podem suprir suas necessidades por colesterol através da endocitose de 

LDL por meio de receptores encontrados em sua superfície68,69. 

 

 
Figura 4.  Esquema resumido de uma lipoproteína de baixa densidade68. 

 

As moléculas de LDL também podem agir como transportadores naturais de FS, 

pois as células tumorais possuem elevado número de receptores LDL em comparação 

com as células normais devido ao aumento na velocidade de proliferação, necessitando 

de uma maior quantidade de colesterol66,70,71. O transporte e acúmulo de FS também 

podem ocorrer através de ligações com lipoproteínas de alta densidade (HDL) e 

albumina em processos que não envolvem receptores celulares64,70. O transporte e 

acúmulo do FS através de lipoproteínas é governado principalmente pelo caráter 

hidrofílico ou lipofílico dos fotossensibilizadores, sendo que fotossensibilizadores 
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relativamente hidrofílicos são transportados pela albumina e globulinas e os mais 

hidrofóbicos ligam-se preferencialmente às lipoproteínas. No entanto, outros fatores 

além da hidrofobicidade podem favorecer a interação entre o FS e a LDL, tais como a 

distribuição assimétrica de cargas66-68,71. 

O pH de tecidos tumorais geralmente é menor em comparação ao de tecidos 

normais. O pH de um tecido muscular humano normal é em torno de 7,10 a 8,06, 

enquanto que em tecido tumoral humano varia de 5,85 até 7,68. Esta característica 

pode favorecer o acúmulo preferencial de fotossensibilizadores que são aniônicos em 

pH fisiológico, pois são neutralizados eletronicamente tornando-se, portanto, mais 

lipofílicos e difundindo através da membrana plasmática da célula tumoral65,66,70,72. 

 

1.5. Avaliação da eficiência dos fotossensibilizado res 

 

No processo de planejamento e síntese de fotossensibilizadores mais eficazes 

ou na otimização dos já existentes, alguns fatores devem ser levados em consideração, 

tais como a interação do FS com proteínas do plasma, rendimento quântico de oxigênio 

singlete e lipofilicidade de sua estrutura molecular. 

A albumina é a proteína mais abundante no plasma sanguíneo humano, muitos 

compostos, incluindo FS, ligam-se reversivelmente e com alta afinidade à albumina70,73. 

Esta ligação reversível prolonga o tempo de vida do FS no plasma, mas também 

diminui a concentração de FS livre para a ação fisiológica, sendo esta ligação 

importante principalmente para compostos que são insolúveis no plasma. Por outro 

lado, se a ligação for muito forte e a liberação do composto for muito lenta, a ação do 
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FS será seriamente limitada, por esta razão é muito importante conhecer a afinidade de 

qualquer FS pela albumina70. 

A albumina de soro bovino (BSA) tem sido utilizada para estudos de interação, 

pois já foi extensivamente caracterizada e possui função no transporte e 

armazenamento de compostos nos vertebrados73,74. A proteína BSA contém 582 

resíduos de aminoácidos, possui dois triptofanos nas posições 134 e 212 bem como 

tirosina e fenilalanina63. Este composto também possui fluorescência intrínseca devido 

principalmente aos resíduos de triptofano, o qual pode emitir luz em cerca de 340 nm 

quando excitado por luz de comprimento de onda no ultravioleta por volta de 280 nm. 

Visto que a fluorescência intrínseca da proteína geralmente é suprimida pela ligação 

com os fotossensibilizadores, este comportamento espectroscópico provê uma maneira 

de se estudar as interações entre estes compostos com a albumina63,74-77. 

Como foi mencionado acima, na otimização de fotossensibilizadores alguns 

fatores devem ser levados em consideração, entre eles o rendimento quântico de 

oxigênio singlete (Φ∆), pois sua produção está intimamente relacionada com a 

eficiência do mecanismo Tipo II. Uma maneira de se avaliar o Φ∆ é através da 

eficiência da fotoxidação do ácido úrico (AU) pelo FS. O ácido úrico é um conhecido 

supressor de oxigênio singlete78,79, podendo ser utilizado como um dosímetro químico 

para a determinação da atividade fotodinâmica (AF) para os diferentes tipos de 

fotossensibilizadores utilizados em PDT. Em um método proposto por Fischer et.al. a 

atividade fotodinâmica é calculada levando-se em conta o decréscimo na absorbância 

característica do ácido úrico em 292 nm na presença de um FS ativado pela luz76,77,80,81. 

A resposta biológica produzida por compostos bioativos (neste caso um FS) está 

diretamente relacionada com os mecanismos de absorção, distribuição e atividade 
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intrínseca82. Os processos de absorção e distribuição são regulados pelo caráter 

lipofílico/hidrofílico do composto uma vez que é necessária a capacidade de interação 

com dois meios diferentes, lipofílico (membranas celulares) e hidrofílico (citoplasma), 

para que seja alcançado o alvo desejado44,47,55,82-84. Um modelo aceito para a primeira 

etapa da ação de um fármaco (transporte até o sítio de ação) é a habilidade do 

composto de se particionar entre 1-octanol, que simula uma membrana celular, e água, 

que simula o citoplasma. O solvente 1-octanol possui uma longa cadeia alquila saturada 

e um grupo hidroxila que faz ligações hidrogênio e embora seja imiscível em água, 

possui a capacidade de dissolver até 2.3 M de água sob condições de equilíbrio. Esta 

combinação de cadeia lipofílica, grupo hidrofílico e moléculas de água conferem ao 1-

octanol propriedades muito parecidas com as das membranas celulares82,83. O 

coeficiente de partição determinado em 1-octanol/água reflete apenas as interações 

hidrofóbicas, sendo, portanto um método rápido, simples e eficaz na avaliação da 

hidrofobicidade dos fotossensibilizadores utilizados. 

Nosso grupo tem proposto76,77 a combinação destes métodos como uma maneira 

de investigar a eficiência fotodinâmica de fotossensibilizadores. 

 

1.6. Estudo teórico de fotossensibilizadores basead o em métodos de Química 

Quântica  

 

Em mecânica quântica, uma espécie química é considerada como sendo um 

conjunto de núcleos e elétrons que é caracterizado por funções de onda, ψi 

(autofunções) e por suas respectivas energias, Ei. Os métodos utilizados são 

basicamente três: ab initio, teoria do funcional de densidade (DFT) e semi-empíricos. O 
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método ab initio não faz uso dos parâmetros experimentais, embora forneça 

informações mais precisas sobre o comportamento químico. Em termos operacionais é 

mais lento e mais caro. Este fator estimulou o surgimento de métodos semi-empíricos, 

que se baseiam em algumas suposições que servem para simplificar os cálculos 

fazendo uso de alguns parâmetros obtidos experimentalmente85. Os métodos baseados 

no DFT podem ser considerados como sendo métodos intermediários aos ab initio e 

semi-empíricos em relação ao tempo computacional e ao tamanho de sistema que pode 

ser tratado: embora não se utilize de parâmetros experimentais, ao invés de tratar todos 

os elétrons, baseia-se na densidade eletrônica, o que simplifica as equações a serem 

resolvidas. 

O ponto de partida de todo trabalho de mecânica quântica é a equação de 

Schröndinger, escrita da seguinte forma86: 

 

                                         ĤΨ = EΨ                       (Equação 1) 

 

O termo Ĥ, operador hamiltoniano, é um operador que permite obter informações 

sobre a energia do sistema. Esta equação apresenta solução exata somente para o 

átomo de hidrogênio. Para resolvê-la para átomos multieletrôicos e moléculas, recorre-

se a aproximações. Dentre elas, pode-se citar a aproximação de Born-Oppenheimer 

que considera os núcleos como sendo “congelados”, ou seja, como os núcleos são 

mais pesados que os elétrons, pode-se dizer que estão fixos, então é possível resolver 

a equação de Schrödinger para uma função de onda dependente apenas da posição 

dos elétrons86. No entanto, esta aproximação só pode ser aplicada a sistemas 

monoeletrônicos. Sendo assim, Hartree e Fock (HF) propuseram considerar o 
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movimento dos elétrons isoladamente. Entretanto, os métodos baseados na 

aproximação HF envolvem um elevado número de integrais e, conseqüentemente, um 

elevado tempo computacional e restrições ao tamanho dos sistemas que podem ser 

tratados87. 

Para diminuir os inconvenientes deste método pode-se desprezar um determinado 

número de integrais, ou utilizar um potencial interno ou ainda substituir uma grande parte 

das integrais por parâmetros empíricos e utilizar expressões aproximadas que incluem 

esses parâmetros para avaliar o restante das integrais. Estes são os métodos semi-

empíricos85. 

Em contraste com os métodos semi-empíricos, o hamiltoniano na DFT é bem 

definido e suas características não são obscurecidas por freqüentes e injustificáveis 

aproximações no procedimento computacional. Nas derivações das equações do DFT, 

nenhum parâmetro em princípio necessita ser ajustado ou determinado empiricamente, 

podendo ser considerado, sob este aspecto, como uma teoria de natureza ab initio. A 

grande vantagem da metodologia da DFT sobre os métodos ab initio padrões está no 

ganho em velocidade computacional e espaço em memória. Sendo assim, este método é 

particularmente útil no estudo de grandes sistemas moleculares, descrevendo-se 

realisticamente diversos tipos de sistemas químicos, principalmente aqueles fora do 

alcance de métodos de natureza ab initio padrões88. 

Na literatura, são encontrados estudos teóricos baseados em química quântica 

para diversos corantes. Nos últimos anos, os métodos semi-empíricos CNDO/S e 

ZINDO têm sido empregados para prever o comportamento espectral de diversos 

corantes89,90. Além disso, o método baseado na teoria do funcional de densidade 

dependente do tempo (TD-DFT) também vem sendo utilizado para calcular as energias 
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de excitação de alguns corantes91,92. No caso específico do azul de metileno, alguns 

estudos foram realizados utilizando diferentes métodos: MNDO, AM1, PM3, PPP e DFT, 

buscando analisar variações na geometria e no calor de formação em relação a outros 

corantes89, explicar a interação com surfactantes aniônicos90 e com outras moléculas de 

corante (formação de dímeros)91. 
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2. OBJETIVOS 

 

Visando investigar a relação entre as características moleculares de uma série 

de fotossensibilizadores com uso potencial em Terapia Fotodinâmica e sua adequação 

à técnica, os parâmetros experimentais dos fotossensibilizadores relativos a eficiência 

fotodinâmica foram obtidos e analisados à luz das propriedades eletrônicas, estéricas, 

hidrofóbicas e topológicas calculadas para seis corantes através de métodos de 

Química Quântica em colaboração com a Prof. Dr. Paula Homem de Mello da 

Universidade Federal do ABC e com o Prof. Dr. Albérico B.F. da Silva do Grupo de 

Química Teoria do IQSC-USP. 

Foram utilizados como modelo os corantes xantenos: Rose Bengal, Eosina Y, 

Fluoresceina e Eritrosina B e os corantes fenotiazínicos: Azul de Metileno e Azul de 

Toluidina O. O trabalho consistiu de três fases: 

 

1. Determinação da eficiência fotodinâmica dos corantes através da obtenção dos 

seguintes parâmetros: concentração inibitória media (IC50) em células tumorais; 

atividade fotodinâmica (AF) utilizando o ácido úrico (AU) como dosímetro 

químico; coeficiente de partição em octanol-água (logP) para obter informações 

sobre a hidrofobicidade dos fotossensibilizadores, e interação com proteína 

através da determinação da constante de ligação (KA) com BSA usada como 

modelo.  

2. Partindo das estruturas otimizadas dos compostos, foram calculadas as 

propriedades eletrônicas, estéricas, hidrofóbicas (logP) e topológicas para 



 19 

determinar teoricamente quais as características que discriminam os compostos 

com maior ou menor eficiência fotodinâmica. 

3. Relação entre os resultados obtidos nos estudos teóricos com os resultados 

experimentais de determinação dos quatro parâmetros (IC50, AF, log P e KA). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Reagentes e Equipamentos  

 

Os corantes Rose Bengal (RB), Eosina Y (EY), Eritrosina B (ER), Fluoresceína 

(FL), Azul de Metileno (AM) e Azul de Toluidina O (ATO) foram adquiridos da Sigma-

Aldrich®. As soluções estoque destes compostos foram preparadas em solução salina 

tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4 e mantidas a 4ºC e ao abrigo de luz. Para os 

ensaios citotóxicos estas soluções foram diluídas em meio de cultura ISCOV´S (Sigma-

Aldrich®) com 10 % de soro fetal bovino e antibióticos penicilina 10.000 UI/mL e 

estreptomicina 10 mg/mL. As soluções foram esterilizadas por filtração em membrana 

de 0,22 µm (Millex GV-Millipore) imediatamente antes do uso.  

As medidas de absorção ótica foram realizadas no espectrofotômetro HITACHI 

U-2800, utilizando-se cubeta de quartzo Hellma com as quatro faces polidas e 1,0 cm 

de caminho ótico. Os espectros de absorção ótica foram monitorados na faixa de 200-

700 nm. 

As medidas de fluorescência foram realizadas no espectrofluorímetro HITACHI F-

4500, utilizando-se cubeta de quartzo Hellma com as quatro faces polidas e 1,0 cm de 

caminho ótico. Os espectros de fluorescência foram monitorados na faixa de 200-550 

nm. 

Para a realização das irradiações foram utilizados diodos emissores de luz (LED) 

emitindo em comprimento de onda de 532 nm (verde) e 628 nm (vermelho) com 

intensidade de 19 e 11 mW/cm2, respectivamente, refrigerados à água, desenvolvidos 

pelo Grupo de Óptica do Instituto de Física de São Carlos/USP. 
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3.2. Cultura celular 

 

A linhagem de células tumorais de laringe humana (HEp-2, ATCC-CCL-23) foi 

utilizada nos ensaios de fototoxicidade. Esta linhagem cresce em monocamada, aderida 

ao substrato sólido (garrafa de polipropileno - Corning), sendo cultivada em meio de 

cultura ISCOV’S com 10% de soro fetal bovino e antibióticos 93. As células são mantidas 

em estufa (Forma Scientific), a 37ºC, 95% de ar e 5% de CO2. Todo o manuseio com as 

células é feito com material estéril e sob fluxo laminar (Veco) para evitar a 

contaminação da cultura celular. 

O subcultivo celular é feito através da adição de enzimas proteolíticas, neste 

caso a tripsina, para digerir as proteínas da matriz extracelular, desagregando as 

células do substrato sólido94. A tripsina pode ser prejudicial às células, portanto meio de 

cultura é adicionado logo a seguir e a suspensão é centrifugada (Excelsa II – Forma) a 

1000 rpm por 1 min para que as células se precipitem e o sobrenadante seja 

descartado. Em seguida as células são solubilizadas em cerca de 2 mL de meio de 

cultura95,96. 

 Para quantificar a proporção de células vivas, é feito um teste de exclusão do 

corante, que é baseado no rompimento da integridade da membrana determinado pela 

captação de um corante para o qual a membrana da célula normalmente é impermeável 

(no caso o “trypan blue” 0.4%). Para isso é retirada uma alíquota de 100 µL da solução 

contendo as células e mistura-se com 400 µL de meio de cultura e 500 µL de solução 

de “trypan blue” para contagem de células utilizando-se uma câmara de Newbauer sob 

microscópio (CH2-Olympus). As células mortas tornam-se coloridas e as células vivas 
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permancecem incolores, a razão entre o número de células vivas e mortas fornece a 

viabilidade celular97,98.  

 A suspensão de células é então distribuída nas garrafas de polipropileno com 

adição de meio de cultura e levadas novamente à estufa para o cultivo. 

 

3.3. Ensaios citotóxicos  

 

  Para os ensaios citotóxicos utilizou-se uma concentração de 1x105 células/mL 

em meio de cultura ISCOV’S com 10% de soro fetal bovino e antibióticos para o 

plaqueamento em placas de 96 poços (Corning). Estas placas foram mantidas em 

estufa a 37ºC por 24 h. As células foram então incubadas com diferentes faixas de 

concentração de cada corante por diferentes intervalos de tempo. Após esse período o 

meio de cultura contendo o corante foi removido, as células foram lavadas com cerca 

de 150 µL de PBS pH 7,4 e adicionou-se meio de cultura. Para medir a fototoxicidade, 

as placas foram irradiadas no comprimento de onda adequado para cada FS. 

Experimentos controle foram realizados para verificar a dependência da citotoxicidade 

dos fotossensibilizadores não irradiados em função do tempo de incubação com as 

células tumorais. Em seguida, as células foram incubadas em estufa por mais 48h. 

Esse intervalo é considerado ideal para o encerramento de ensaios de sobrevivência 

após tratamento fotodinâmico, já que tempos de incubação menores podem ser 

insuficientes para que as células se recuperem totalmente do tratamento a que foram 

submetidas e intervalos maiores podem acarretar um aumento muito grande no número 

de células, dificultando a contagem95. 
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  Para avaliar a viabilidade celular e então calcular a porcentagem de toxicidade, 

foi realizado o ensaio com 3-(4,5-dimetil) tiazol-2-il-2,5-difenil brometo de tetrazólio 

(MTT) obtido da Sigma-Aldrich®. Este é um método colorimétrico rápido que envolve a 

redução de MTT, que é amarelo, a um produto azul de formazam que absorve em 570 

nm. A redução é feita pelas dehidrogenases mitocondriais das células vivas e ocorre se 

as células têm um nível significativo de metabolismo oxidativo99. Após a adição de MTT, 

as células foram incubadas por 3h na estufa. Após esse período o meio de cultura com 

MTT foi removido, tendo cuidado para não danificar os cristais de formazam formados. 

Adicionou-se então 50µL de etanol puro e 150 µL de uma solução 1:1 de PBS e 

isopropanol, para solubilizar os cristais. A absorbância é então lida no leitor de células 

Benchmark-BIO-RAD e os resultados apresentados por meio de gráficos de 

sobrevivência celular (%) em função da concentração do fotossensibilizador. Utilizou-se 

o programa CalcuSyn para a obtenção dos valores de IC50
100. 

 

3.4. Fotoxidação do ácido úrico 

 

Neste método proposto por Fischer et al.81, o ácido úrico (Sigma-Aldrich®) é 

usado como um dosímetro químico. Quando uma mistura de AU e FS é irradiada, a 

banda de absorção característica do AU em 292 nm decresce e fornece assim uma 

rápida avaliação da atividade fotodinâmica do FS. Neste experimento foi investigado o 

decréscimo da banda de absorção do AU na presença dos corantes xantenos e 

fenotiazínicos, a fim de se obter a atividade fotodinâmica de cada um.  
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Uma amostra contendo 10 µg/mL de AU e 5 µg/mL de FS foi irradiada com LED 

verde de intensidade 190 W/m2 para os corantes xantenos e vermelho de intensidade 

110 W/ m2 para os fenotiazínicos, durante 360 s, sob agitação suave. Antes e após a 

irradiação foram obtidos espectros de absorção da amostra, determinando-se desta 

forma a diferença na intensidade de absorção do ácido úrico em 292 nm em ambos os 

espectros. As análises foram realizadas em triplicata. 

Uma vez que existe uma correlação linear entre esse decréscimo na banda de 

absorção do AU e sua supressão pelo 1O2 é possível obter o coeficiente de atividade 

fotodinâmica (AF) para cada FS através da seguinte equação: 

 

irr)(FS 0

5
AU

AtE
10∆A

AF
λ××

×=                                     (Equação 2) 

 

Onde: 

AF = atividade fotodinâmica (m2/Ws = m2/J) 

∆ AAU = decréscimo da absorbância do acido úrico em 292 nm antes e após a 

irradiação 

E0 = intensidade de luz (W/m2) 

t = tempo de irradiação (s) 

AFS(λirr) = absorbância do fotossensibilizador na solução no comprimento de onda 

de irradiação (532 nm, LED verde e 628 nm, LED vermelho). 
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3.5. Interação dos fotossensibilizadores com albumi na de soro bovino  

 

A interação do FS com BSA foi avaliada através da supressão da fluorescência 

do triptofano presente no BSA, na presença de um FS. Supressão de fluorescência se 

refere a qualquer processo que diminua a fluorescência intrínseca de uma amostra, 

sendo uma ferramenta importante na análise da interação entre proteína e um 

supressor, sendo que este processo pode ocorrer de duas maneiras: estática e 

dinâmica. No processo de supressão estática ocorre a formação de um novo complexo 

fluoróforo-FS e geralmente é afetado pela temperatura, cujo aumento induz ao 

decréscimo da extensão da supressão da fluorescência e a formação do novo 

complexo geralmente provoca mudanças no espectro de absorção. No processo de 

supressão dinâmica ocorre a interação do FS com a molécula no estado excitado do 

fluoróforo, o aumento da temperatura resulta no aumento da velocidade de difusão da 

molécula e consequentemente na constante de velocidade de supressão. Estes dois 

tipos de supressão podem ser distinguidos através da comparação dos valores de KSV 

(constante de Stern-Vomer) em diferentes temperaturas e dos espectros de absorção 

na presença e na ausência do FS63,75. Os valores de KSV para a interação do BSA com 

os FS foram obtidos através da equação de Stern-Vomer abaixo 01. 
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F

F
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0 τ                      (Equação 3) 

 

Onde: 

F0 = intensidade de fluorescência em 340 nm do BSA na ausência do FS 
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F = intensidade de fluorescência em 340 nm do BSA na presença do FS 

Kq = constante de velocidade de supressão bimolecular 

τ0 = tempo de vida médio do fluoróforo na ausência do FS e seu valor é 10-8s 102. 

[FS] = concentração do FS 

KSV = constante de supressão dinâmica de Stern-Volmer, relacionada com o 

processo de colisão bimolecular 

 

Para a determinação da constante de ligação e do número de sítios de ligação, 

foi utilizada a equação abaixo, válida se a supressão for um processo estático 73: 
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(Equação 4) 

 Onde: 

 F0 e F = intensidades de fluorescência do BSA em 340 nm, na ausência e na 

presença de FS, respectivamente 

 n = número de sítios de ligação 

 KA = constante de ligação 

[FSt] e [BSAt] = concentrações totais do FS e BSA na solução, respectivamente 

 

Foram preparadas soluções contendo FS em treze diferentes concentrações e 

BSA na concentração fixa de 2 µM. Estas soluções foram agitadas e deixadas em 

repouso no escuro durante 20 min para promover a formação do complexo fluoróforo-
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BSA. Os espectros de fluorescência e absorção foram obtidos e utilizados na 

determinação das constantes mencionadas acima. As medidas de fluorescência foram 

realizadas com comprimento de onda de excitação em 280 nm, com fenda de excitação 

e emissão de 2.5 nm. As medidas foram feitas em triplicata para cada corante. 

 

3.6. Determinação do coeficiente de partição dos fo tossensibilizadores 

 

O logaritmo do coeficiente de partição foi utilizado como uma medida do caráter 

lipofílico dos corantes, calculado de acordo com o método proposto por Pooler e 

Valenzeno103. PBS e 1-octanol foram utilizados como solventes imiscíveis, cada um pré-

saturado com o outro. Foram preparadas soluções contendo 3 µg/mL dos corantes em 

PBS, transferiu-se 10 mL de cada uma dessas soluções individualmente para um tubo 

com a adição de igual volume de 1-octanol. As soluções foram agitadas durante 1h 

para permitir a partição dos corantes entre a fase aquosa e a orgânica e deixada em 

repouso durante 24h para separação das duas fases. As concentrações dos corantes 

em PBS antes e após a partição foram medidas espectroscopicamente nos 

comprimentos de onda do máximo da banda de absorção de cada FS. As medidas 

foram realizadas cinco vezes para cada FS. O logaritmo do coeficiente de partição, log 

P, foi calculado de acordo com a seguinte equação: 
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 Onde: 
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 log P = logaritmo do coeficiente de partição 

 Abs A = absorção ótica da solução antes da partição 

 Abs D = absorção ótica da solução depois da partição 

 VPBS = volume de PBS 

 VOCT = volume de octanol. 

 

3.7. Métodos utilizados no estudo teórico 

 

Inicialmente, as geometrias dos compostos estudados (AM, ATO, ER, EY, FL e 

RB) foram otimizadas. Para garantir que a geometria obtida se trata de um mínimo na 

superfície potencial, foram calculadas as freqüências, ou seja, no caso de obtenção de 

freqüências imaginárias, nova otimização de geometria foi realizada. Todos esses 

cálculos foram realizados em termos da implementação de Kohn-Sham da Teoria do 

DFT, com o funcional B3LYP104--106, a base DGDZVP e o solvente (água) simulado com 

o método contínuo Integral Equation Formalism of Polarizable Continuum Model 

(IEFPCM)107-109, conforme implementados no programa Gaussian 03110, uma vez que 

essa metodologia já se mostrou muito eficiente em estudos com corantes 

semelhantes111,112. 

Uma vez obtidas as estruturas de menor energia, foram calculadas as seguintes 

propriedades:  

• energia total e entalpia de formação: para comparação da estabilidade relativa 

dos corantes; 

• energia e representação gráfica do HOMO (último orbital molecular ocupado) e 

do LUMO (primeiro orbital molecular desocupado). As energias do HOMO e do 
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LUMO fornecem indícios sobre a capacidade de uma molécula doar ou aceitar 

elétrons113; 

• momento de dipolo e cargas atômicas derivadas do potencial eletrostático 

(CHELPG): indicam como as moléculas podem interagir com o meio e/ou 

substrato eletrostaticamente. O método das cargas derivadas do potencial 

eletrostático é considerado melhor que o método de Mulliken para descrever 

interações intermoleculares114. 

Todas essas propriedades foram calculadas utilizando a mesma metodologia que 

a utilizada para a otimização de geometria, ou seja, B3LYP/DGDZVP/IEFPCM. Além 

disso, foi calculado também o espectro de absorção utilizando a DFT dependente do 

tempo (TD-DFT), também no esquema B3LYP/DGDZVP/IEFPCM. Embora o método 

ZINDO tenha se mostrado o melhor método para descrever o AM111,112, não foi possível 

utilizá-lo neste trabalho uma vez que, no programa Gaussian 03, ele não é 

parametrizado para o átomo de Iodo (presente tanto em ER quanto em RB) e para o 

Bromo (presente em EY). Entretanto, como demonstrado nas referências 111 e 112, 

TD-DFT também apresenta bons resultados que podem ser utilizados para 

comparações entre os corantes estudados na escolha de um bom FS. Foram 

calculadas, ainda, com o programa HyperChem115 as seguintes propriedades: área e 

volume para cada molécula estudada. 

 

3.8. Cálculo da média amostral e do desvio padrão 

 

Nas análises que fizeram uso da média amostral e do desvio padrão os cálculos 

foram realizados segundo as equações 6 e 7116: 
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Onde: 

Xi = média amostral 

iX  = i-ésima observação 

n = número total de observações 

jS  = estimativa do desvio padrão 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1. Experimentos de citoxicidade  

 

Foram realizados experimentos de citotoxicidade com a linhagem HEp-2 em que 

as células foram irradiadas com duas doses diferentes de luz para os corantes 

fenotiazínicos e uma dose de luz para os corantes xantenos com diferentes tempos de 

incubação dos fotossensibilizadores. Foram também realizados ensaios citotóxicos na 

ausência de irradiação a fim de se verificar a toxicidade intrínseca dos 

fotossensibilizadores nas células, ou seja, a citotoxicidade no escuro. Os valores de 

IC50 obtidos estão apresentados na Tabela 1 (para os corantes fenotiazínicos) e na 

Tabela 2 (para os corantes xantenos). Deve-se mencionar que esse parâmetro é 

inversamente proporcional à citotoxicidade, ou seja, quanto maior o valor de IC50, 

menor é a citotoxicidade. 

A partir dos valores da Tabela 1 observa-se que o tempo de incubação do FS 

nas células afetou sua citotoxicidade, pois seu aumento causou uma diminuição no 

valor de IC50, isso significa que quanto maior o tempo de incubação, menor a 

concentração de FS necessária para matar as células, tanto na ausência (escuro) 

quanto na presença de luz (claro). Comparando-se 2h com 6h de incubação para o AM 

e para o ATO, no escuro, houve uma diminuição do IC50 de 77% para o AM e 55% para 

o ATO, sendo estes resultados coerentes uma vez que existem controles cinéticos para 

a incorporação do corante nas células95. No entanto, apenas 6% de decréscimo no 

valor de IC50 ocorre quando o tempo de incubação passa de 2 para 4h de incubação 
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para o AM. Já para o ATO não há mais diminuição do IC50 no escuro com tempos 

maiores que 4h, indicando que esse tempo de incubação é ideal para esse corante. 

Através da Tabela 1 é possível observar também que o ATO é mais citotóxico do 

que o AM, tanto na presença quanto na ausência de irradiação, exceto na dose de 36 

J/cm2 e 6h de incubação, em que se obteve os mesmos valores de IC50 para os dois 

corantes. Essa observação sugere claramente a importância da dosimetria, ou seja, da 

otimização dos parâmetros de PDT para se obter a máxima eficiência. 

 

Tabela 1:  Citotoxicidade no claro e no escuro dos corantes fenotiazinicos na linhagem celular 
HEp-2 em função do tempo de irradiação e da dose de luz. A intensidade do LED utilizado nas 
irradiações foi de 11 mW cm-2, com n=7. 

 

Corante  Dose de luz  

(J/cm2) 

Tempo de  

incubação  

(h) 

IC50 claro   

(µg/mL) 

IC50 escuro 

(µg/mL) 

 

 

 

Azul de Metileno 

 

18 

2 16 ± 2 18 ± 3 

4 10 ± 2 17 ± 2 

6 1.4 ± 0.1 4.2 ± 0.1 

 

36 

2 9.0 ± 0.1 18 ± 3 

4 0.75 ± 0.05 17 ± 2 

6 0.04 ± 0.01 4.2 ± 0.1 

 

 

 

Azul de Toluidina O  

 

18 

2 7 ± 1 9 ± 1 

4 0.70 ± 0.06 4.0 ± 0.9 

6 0.12 ± 0.01 4.0± 0.9 

 

36 

2 6.0 ± 0.2 9 ± 1 

4 0.15 ± 0.09 4.0 ± 0.9 

6 0.03 ± 0.01 4.0 ± 0.3 
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No claro observa-se que aumentando o tempo de 2 para 4 e 6h, ocorre um 

decréscimo no valor de IC50, indicando que o tempo de incubação maior facilita a 

sensibilização das células e sua inativação na presença de luz. Por outro lado, pode-se 

observar a enorme potencialização da citotoxicidade causada pela luz, que é maior 

quanto mais elevada for a dose de luz aplicada nas células na presença do 

fotossensibilizador. 

É possível observar através da Tabela 2, que para os corantes xantenos o tempo 

de incubação também afetou sua citotoxicidade, pois quanto maior o tempo de 

incubação menor é o valor de IC50, no escuro, provavelmente devido a maior 

incorporação do FS nas células, sendo este efeito maior para EY e FL que tiveram um 

aumento de 2,6 e 2,7 em sua citotoxicidade, no escuro, respectivamente.  

 

Tabela 2:  Citotoxicidade no claro e no escuro dos corantes xantenos na linhagem celular HEp-2 
em função do tempo de incubação e da dose de luz de 18 J/cm2. A intensidade do LED utilizado nas 
irradiações foi de 19 mW.cm-2, com n=7. 

 

Corante  Tempo de  incubação  

(h) 

IC50 claro  

(µg/mL) 

IC50 escuro  

(µg/mL) 

Rose Bengal  4 67 ± 2 81 ± 2 

6 11 ± 1 58 ± 2 

Eritrosina B  4 124 ± 8 186 ± 3 

6 74 ± 3 125 ± 10 

Eosina Y  4 213 ± 13 357 ± 9 

6 104 ± 7 135 ± 8 

Fluoresceína  4 1644 ± 150 1709 ± 200 

6 370 ± 35 630 ± 60 
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A ação destes fotossensibilizadores também foi potencializada com a irradiação, 

principalmente para o RB que teve uma diminuição de 84% no valor de IC50, no claro, 

de 4 para 6 h de incubação. Sendo assim, dentre os xantenos estudados, RB foi o mais 

citotóxico na linhagem de células tumorais HEp-2. Observou-se também que os 

corantes fenotiazínicos são mais citotóxicos nesta linhagem do que os xantenos, sendo 

que o ATO foi o mais citotóxico dentre todos os corantes estudados. 

 

4.2. Experimento de fotoxidação do acido úrico 

 

O AU é um eficiente captador de oxigênio singlete que pode ser usado como 

dosímetro químico para a determinação quantitativa da ação fotodinâmica de 

fotossensibilizadores através de um método proposto por Fischer et.al.81 

A figura 5 apresenta o espectro de absorção ótica do AU. Observa-se que o AU 

possui duas bandas de absorção máxima na região do espectro UV/Visível em 235 e 

292 nm e não possui absorbância nos comprimentos de onda de irradiação (532 verde 

e 628 nm vermelho), garantindo que a luz só vai ser absorvida pelos 

fotossensibilizadores nos experimentos de determinação da atividade fotodinâmica. 

Estudos realizados pelo grupo mostraram que a banda de absorção em 292 nm é mais 

facilmente afetada pelo efeito fotodinâmico durante a reação de fotoxidação, por isso o 

decréscimo da absorção foi verificado nesse comprimento de onda e não em 235 nm76. 
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Figura 5. Espectro de absorção ótica de uma solução de ácido úrico (10 µg/mL) em PBS, na 

ausência de corante. 
 

 Foram irradiadas amostras contendo FS (5 µg/mL) e AU (10 µg/mL) com LED de 

comprimento de onda adequado por 360 s. O procedimento padrão estipulou um limite 

de tempo de irradiação na faixa de 200 a 500s, a fim de garantir uma correlação linear 

entre a variação da absorbância do AU e a concentração do FS, da mesma forma a 

fluência do laser é considerada linear na faixa de 70-190 W/m2 81. Os espectros de 

absorção do AU na presença dos diversos fotossensibilizadores foram obtidos e estão 

apresentados na figura 6. 
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Figura 6: Espectros de absorção ótica antes e depois de irradiação com LED de misturas 

contendo ácido úrico (10 µg/mL) e corante (5 µg/mL), em PBS. Os espectros de absorção ótica 
evidenciam a diminuição da banda em 292 nm devido a fotoxidação do ácido úrico. A linha vermelha ( - ) 
indica o espectro obtido após o tempo de irradiação e a linha preta ( - ) indica o espectro obtido antes da 
irradiação. 

 

É possível observar que além da molécula de AU, o próprio FS também sofreu 

dano devido ao efeito fotodinâmico. Este fenômeno é conhecido como fotodegradação 

e tem sido objeto de vários estudos por se tratar de uma característica diretamente 

relacionada com a dose terapêutica do FS76. Além disso, pode-se também observar que 

após a irradiação com laser, ocorre o decaimento da banda de absorção característica 

do AU em 292 nm como resultado de sua decomposição pelo oxigênio singlete formado 

pelos fotossensibilizadores excitados. Os valores da atividade fotodinâmica (AF) foram 

determinados pela equação 281. 
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Tabela 3: Valores de atividade fotodinâmica obtidos para os corantes xantenos e fenotiazínicos, 
sendo que os valores apresentados são as médias dos valores obtidos em quatro experimentos. 
 

Corante  Atividade Fotodinâmica   

(m2/J) 

Rose Bengal  6.0 ± 0.3 

Eritrosina B  5.6 ± 0.5 

Azul de Toluidina O  4.6 ± 0.2 

Eosina Y  4.2 ± 0.6 

Azul de Metileno  2.6 ± 0.4 

Fluoresceína  0.4 ± 0.1 

 

 O RB foi o FS mais eficiente em causar a fotoxidação do AU, dentre todos os 

corantes, além de ser o mais eficiente dentre os xantenos e o ATO dentre os 

fenotiazínicos. Portanto os resultados obtidos no experimento de fotoxidação de AU 

estão de acordo com os resultados obtidos nos experimentos de citotoxicidade, onde 

RB e ATO possuem os menores valores de IC50 quando comparados com os demais 

corantes estudados da mesma família. Esta relação é possível de se verificar, pois o 

oxigênio singlete é considerado como sendo o principal agente responsável pelos 

danos causados nas células tumorais3,22,23,26 e fotossensibilizadores que ao serem 

irradiados produzam maiores quantidades de oxigênio singlete possuirão maiores 

efeitos citotóxicos. Sendo assim, os resultados dos experimentos de fotoxidação do AU 

e de determinação do IC50 convergem para a seguinte ordem de eficiência fotodinâmica: 

Rose Bengal > Eritrosina B > Eosina Y > Fluoresceína, para os corantes xantenos e 

Azul de Toluidina O > Azul de Metileno, para os corantes fenotiazínicos. 
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4.3. Interação dos fotossensibilizadores com BSA 

 

A técnica de supressão de fluorescência pode revelar a natureza da ligação entre 

o FS e BSA através da análise dos dados de fluorescência obtidos no experimento 

(figura 7). Como foi dito anteriormente, o processo de supressão de fluorescência pode 

ser estático ou dinâmico. A supressão estática se refere à formação de um novo 

complexo fluoróforo-FS, esta formação geralmente induz mudanças no espectro de 

absorção, oferecendo assim um método adicional para diferenciar o processo de 

supressão. A supressão dinâmica se refere à interação do supressor (neste caso o FS) 

com a molécula excitada do fluoróforo e o aumento da temperatura resulta em um 

aumento na velocidade de difusão molecular e na constante de supressão dinâmica 

(Ksv). Existem várias maneiras de se distinguir a supressão estática e a dinâmica, 

incluindo a determinação de valores de Kq, a comparação dos valores de Ksv em 

diferentes temperaturas e do espectro de absorção do BSA na presença e na ausência 

do fotossensibilizador63,75. 
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Figura 7 . Espectro de absorção do BSA na ausência (0) e na presença de FS (1-13), a 25ºC. 

Concentração de FS: (1) 0.25 µM, (2) 0.5 µM, (3) 0.75 µM, (4) 1.00 µM, (5) 1.25 µM, (6) 1.50 µM, (7) 1.75 
µM, (8) 2.00 µM, (9) 2.25 µM, (10) 2.50 µM, (11) 2.75 µM, (12) 3.00 µM e (13) 3.25 µM, respectivamente. 
Para todas as soluções, concentração de BSA: 2.00 µM. 
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A figura 8 mostra a relação entre F0/F e [FS] (equação 3) para diferentes 

temperaturas, sendo que F0 e F são as intensidades de fluorescência do BSA em 340 

nm, na ausência e na presença de FS, respectivamente e [FS] é concentração do 

fotossensibilizador. 

Figura 8. Gráfico de F0/F em função de [FS], onde:      20º,      25 º e     35º. 



 41 

A partir dos parâmetros obtidos, a constante de supressão dinâmica de Stern-

Volmer (Ksv) e a constante de velocidade de supressão bimolecular (kq) foram 

calculadas e estão apresentados na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Valores de Ksv e Kq para a reação de BSA com cada um dos corantes em diferentes 
temperaturas, sendo n=3. 

 

Corante  Temp.  

(ºC) 

Ksv  

(105 M-1) 

Kq  

(1013 M-1 s-1) 

 

Eritrosina B 

20 6.6 ± 0.1 6.6 ± 0.1 

25 6.3 ± 0.1 6.3 ± 0.1 

35 6.0 ± 0.1 6.0 ± 0.1 

 

Eosina Y 

20 4.1 ± 0.1 4.1 ± 0.1 

25 4.3 ± 0.2 4.3 ± 0.2 

35 4.6 ± 0.1 4.6 ± 0.1 

 

Rose Bengal 

20 3.5 ± 0.1 3.5 ± 0.1 

25 3.0 ± 0.1 3.0 ± 0.1 

35 2.7 ± 0.1 2.7 ± 0.1 

 

Fluoresceína 

20 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 

25 0.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 

35 0.4 ± 0.1 0.4 ± 0.1 

 

Azul de Toluidina O 

20 0.4 ± 0.1 0.4 ± 0.1 

25 0.4 ± 0.1 0.4 ± 0.1 

35 0.3 ± 0.1 0.3 ± 0.1 

 

Azul de Metileno 

20 0.4 ± 0.1 0.4 ± 0.1 

25 0.3 ± 0.1 0.3 ± 0.1 

35 0.3 ± 0.1 0.3 ± 0.1 

 



 42 

 Através da Tabela 4, observa-se que os valores da constante de supressão 

dinâmica de Stern-Volmer (Ksv) não aumentaram com o aumento da temperatura, 

permanecendo até constantes para FL e ATO em 20 e 25ºC e para AM em 25 e 35ºC, 

constituindo-se em uma evidência para o processo de supressão estática e embora os 

valores de Ksv aumentem com o aumento da temperatura para a EY, a reação de 

ligação entre BSA e EY é uma supressão estática. Isso foi comprovado por Gao et.al.63 

em pH 2.6 e 9.23 mostrando que o aumento na temperatura não provoca aumento em 

Ksv para EY. Verificou-se também que os valores de Kq e Ksv para o AM e ATO, são 

os menores quando comparados aos demais corantes, enquanto que a ER possui os 

maiores valores, além disso pode-se observar que a FL possui valores das constantes 

semelhantes aos dos fenotiazínicos estudados. 

 De acordo com a literatura, a constante de velocidade de colisão de difusão 

máxima obtida para vários supressores com o BSA é de 2.0 x 1010 M-1 s-1, se Kq for 

maior que este valor o processo de supressão é estático63,75,117. Através da Tabela 4 

pode-se observar que os valores de Kq calculados neste experimento são maiores do 

que 2.0 x 1010 M-1 s-1, indicando assim, que a supressão de fluorescência do BSA na 

presença dos fotossensibilizadores é um processo de supressão estática.  

No processo de supressão estática, a formação do complexo fluoróforo-FS 

influencia o espectro de absorção do BSA ou do FS, sendo assim, medidas de 

absorção constitui-se em um método simples e efetivo de se observar a mudança de 

estrutura devida a formação do complexo. A figura 9 mostra os espectros de absorção 

do BSA-FS, BSA e FS a 25ºC. 
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Figura 9. Espectro de absorção de BSA, FS, BSA-FS a 25ºC, onde (─) BSA-FS, (─) BSA e (─) 
FS. As concentrações de BSA e FS são 2.00 e 2.00 µM, respectivamente. 

 

 Pode-se observar facilmente que a adição do FS a uma solução contendo BSA 

induz a uma mudança no espectro de absorção do FS, esta mudança pode ser 

atribuída a mudança na estrutura do FS, indicando a formação de um complexo BSA-
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FS. Sendo assim, baseado na discussão acima, pode-se concluir que o processo de 

supressão para a reação de ligação do BSA com os corantes estudados é estático ao 

invés de dinâmico.  

 A constante de ligação (KA) e o número de sítios de ligação (n) foram calculados 

através da equação 4 usando os dados obtidos no experimento. O gráfico de log((F0-

F)/F) em função do log ([FSt]-n[BSAt](F0-F)/F0), para cada corante está representado na 

figura 10, sendo uma reta com inclinação igual a n. Quando o número do sítios de 

ligação e o coeficiente linear (n log KA) são conhecidos, os valores de KA para cada 

corante podem ser facilmente calculados63,75.  

 Através da Tabela 5, pode-se observar, que KA e n para as reações dos 

fotossensibilizadores com BSA possui valores diferentes para cada temperatura. Com o 

aumento da temperatura, ocorre uma diminuição nos valores de KA, pois o aumento da 

temperatura diminui a estabilidade do complexo BSA-FS formado, sendo característico 

da supressão estática. Verificou-se também que EY possui os maiores valores de KA, 

além disso, FL, AM e ATO também possuem valores semelhantes desta constante, 

sendo que também possuem valores semelhantes de Ksv e Kq. As diferenças nos 

valores das constantes de cada FS, deve-se as diferenças nas estruturas de cada um, 

pois a interação do FS com BSA, depende da estrutura de ambos. 
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Figura 10. Gráfico de log((F0-F)/F) versus log ([FSt]-n[BSAt](F0-F)/F0) para a reação dos corantes 
com BSA, onde:      20 ºC,      25 ºC e    35ºC. 

 

A Tabela 5 apresenta os valores da constante de ligação do BSA com FS e os 

valores dos números de sítios de ligação.  
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 Tabela 5. Valores das constantes de ligação e dos números de sítios de ligação para os 
corantes com BSA nos diferentes valores de temperatura. 
 

Corante  Temp.  

(ºC) 

KA  

(105 M-1) 

n 

 

Eosina Y 

20 22 ± 2 1.0 ± 0.1 

25 21 ± 2 1.0 ± 0.1 

35 20 ± 2 0.9 ± 0.1 

 

Eritrosina B 

20 19 ± 2 1.5 ± 0.1 

25 12 ± 2 1.4 ± 0.1 

35 9 ± 1 1.3 ± 0.1 

 

Rose Bengal 

20 3.5 ± 0.3 1.2 ± 0.1 

25 3.3 ± 0.2 1.2 ± 0.1 

35 2.6 ± 0.2 1.1 ± 0.1 

 

Azul de Metileno 

20 0.2 ± 0.1 1.0 ± 0.1 

25 0.2 ± 0.1 1.0 ± 0.1 

35 0.2 ± 0.1 0.9 ± 0.1 

 

Fluoresceína 

20 0.2 ± 0.1 0.9 ± 0.1 

25 0.2 ± 0.1 0.9 ± 0.1 

35 0.1 ± 0.1 0.9 ± 0.1 

 

Azul de Toluidina O 

20 0.2 ± 0.1 0.9 ± 0.1 

25 0.1 ± 0.1 0.8 ± 0.1 

35 0.1 ± 0.1 0.8 ± 0.1 

 

 Pode-se observar na Tabela 5, que para valores elevados de KA o erro 

experimental obtido foi aproximadamente 10%, mas para valores baixos o erro obtido 

foi muito elevado, dificultando uma análise mais aprofundada. Além disso, pode-se 

observar que o número de sítios é aproximadamente 1 para todos os corantes 
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estudados em todas as temperaturas. O aumento da temperatura não deveria provocar 

mudanças no número de sítios de ligação, pois não provoca grandes mudanças na 

conformação do BSA, a menos que o aumento seja excessivo, de modo que 

provocasse uma mudança na conformação que causasse um impedimento a exposição 

dos aminoácidos, protegendo-os da ligação com os fotossensibilizadores, o que não foi 

o caso. 

 É muito importante conhecer a afinidade dos fotossensibilizadores pela albumina, 

sendo esta ligação importante especialmente para aqueles compostos pouco solúveis 

no plasma. Por outro lado, se a ligação entre o FS e a albumina for muito forte, a ação 

do FS pode ser limitada, pois significa que uma menor concentração de FS estará 

disponível para a ação fisiológica70. Os corantes fenotiazínicos possuem menor 

afinidade por BSA do que os xantenos (com exceção da FL). Isso corrobora com o fato 

destes corantes serem mais utilizados clinicamente do que os xantenos, pois por não 

se ligarem tão fortemente a albumina não tem sua atividade biológica limitada, por essa 

razão. 

 

4.4. Determinação dos coeficientes de partição dos fotossensibilizadores 

 

No processo de planejamento e otimização de fármacos, é necessário conhecer 

seu comportamento nos vários compartimentos farmacológicos em que se encontrará, 

isto se relaciona ao comportamento de partição do composto entre a água, que está 

presente em praticamente todo meio biológico, e nos vários tipos de lipídeos 

encontrados, por exemplo, na membrana celular ou como parte da mistura complexa de 

proteínas do sangue, isto é, do balanço hidrofílico/lipofílico do fármaco. Uma medida 
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simples, in vitro, deste comportamento é o logaritmo do coeficiente de partição do 

composto entre dois solventes, que normalmente são água e 1-octanol44. Os valores 

dos coeficientes de partição para os fotossensibilizadores empregados neste estudo 

foram obtidos e estão apresentados na Tabela 6. 

 

Tabela 6  - Valores dos logaritmos dos coeficientes de partição para cada corante. 
 

Corante  Log P  

Rose Bengal  0.66 ± 0.01 

Azul de Metileno  0.41 ± 0.05 

Azul de Toluidina O  0.23 ± 0.02 

Eritrosina B  -0.35 ± 0.04 

Fluoresceína  -0.65 ± 0.07 

Eosina Y  -1.00 ± 0.02 

 

 Em termos quantitativos, o caráter hidrofílico está associado a pouca distribuição 

do FS no octanol, com Log P < 0 para estes compostos. O caráter lipofílico é atribuído 

aos compostos com Log P> +1.5, sendo que, as substâncias que possuem valores 

intermediários são consideradas anfifílicas. De um ponto de vista prático, 

fotosensibilizadores altamente lipofílicos podem não ser tão vantajosos, pois não são 

solúveis em meio aquoso, dificultando a administração ao paciente36. 

 O balanço hidrofílico/lipofílico do FS desempenha um papel muito importante na 

determinação da sua localização na célula, e consequentemente, o seu sítio de 

ação8,35,47,. A localização do FS também depende da sua carga8,36, sendo que 

fotossensibilizadores lipofílicos e com carga positiva ou negativa menor que 2 podem 
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difundir pela membrana plasmática e se relocalizar em outras membranas intracelulares 

e aqueles fotossensibilizadores hidrofílicos e com carga negativa maior que 2 tendem a 

ser muito polares para difundir através da membrana plasmática, tendo sua ação 

restrita à membrana plasmática ou então são incorporados por endocitose8,. Além 

disso, fotossensibilizadores lipofílicos e com carga positiva tendem a se localizar na 

mitocôndria40,41, a ativação de fotossensibilizadores localizados na mitocôndria produz 

apoptose8,64,, por isso que este é considerado um importante alvo celular na PDT. 

Através da Tabela 6, pode-se observar que RB, AM e ATO são considerados 

como sendo anfifílicos (0< Log P < 1.5) e ER, EY e FL são hidrofílicos (Log P<0). Nota-

se que RB é o único composto anfifílico dentre os corantes xantenos, sendo também o 

mais hidrofóbico em comparação aos demais corantes estudados, enquanto que EY é o 

mais hidrofílico com Log P = -1.0. Verificou-se também que os fenotiazínico são 

anfifílicos, sendo que o ATO é menos hidrofóbico do que o AM, resultado coerente com 

a literatura36,37,43,47. 

Já foi observado que os fenotiazínicos são mais citotóxicos do que os xantenos, 

o que corrobora com os valores de Log P, pois também são mais hidrofóbicos, em 

comparação aos demais xantenos, com exceção do RB. Além disso, a combinação de 

carga positiva e moderada lipofilicidade os tornam capazes de difundir através da 

membrana plasmática e se localizar em organelas intracelulares, sendo que, estudos 

mostram que ATO e AM se localizam primeiramente nos lissosomos e depois se 

relocalizam no núcleo celular33,38,40,41,. Outro fato interessante é que apesar do AM ser 

mais hidrofóbico do que o ATO, mostrou ser menos eficiente em causar a morte celular 

da linhagem estudada, este fato pode ser explicado em relação à atividade 
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fotodinâmica (AF), pois ATO possui valores bem maiores de AF do que AM (AF = 4.6 e 

2.6 m2/J, respectivamente), sendo portanto, mais eficiente na geração de 1O2. 

Nota-se também que RB, apesar de ser um excelente gerador de 1O2 (AF = 6 

m2/J) e o composto mais hidrofóbico dentre os corantes estudados, não é o mais 

citotóxico, este fato pode ser explicado em termos de sua localização celular, pois 

estudos mostram que o primeiro efeito biológico do RB na PDT é através de 

modificações na membrana celular61,62, provavelmente, sua carga negativa (-2) 

promova a localização nesta membrana. Danos na membrana celular não implica 

necessariamente em morte celular, pois dependendo do tipo e da extensão do dano a 

célula pode se recuperar e sobreviver. 

Os corantes ER, EY apesar de serem bons geradores de 1O2 (AF = 5.6 e 4.2 

m2/J, respectivamente) são os menos citotóxicos em celulas HEp-2, ou seja, possuem 

os maiores valores de IC50. Este fato é coerente com os valores de Log P obtidos, pois 

são hidrofílicos e possuem carga negativa (-2), tendendo, de acordo com a literatura, a 

se localizar na membrana plasmática55. Já a FL além de ser hidrofílico e com carga 

negativa, possui baixos valores de atividade fotodinâmica (0.36 m2/J), explicando assim 

o fato de ser o menos eficiente dentre os corantes estudados.  

 

4.5. Estudo teórico dos fotossensibilizadores 

 

A Figura 11 apresenta as estruturas otimizadas e os eixos cartesianos para os 

seis corantes estudados. 
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Figura 11. Estruturas otimizadas e os eixos cartesianos para as moléculas estudadas. 
 

 Os resultados teóricos mostraram que os corantes fenotiazínicos são moléculas 

essencialmente planares em contraste com os xantenos, cujo anel fenílico encontra-se 
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em posição perpendicular ao plano da molécula. A Tabela 7 apresenta as propriedades 

calculadas para as seis moléculas estudadas, conforme descrito na metodologia. 

 

Tabela 7.  Propriedades obtidas por métodos teóricos para os corantes estudados. 
 

Propriedade  MB TBO FL ER EY RB 

ET  

(u.a.) 

-1182.8 -1143.5 -1144.7 -28821.7 -11437.0 -30659.9 

∆∆∆∆Hf  

(u.a.) 

-1182.5 -1143.2 -1144.4 -28821.5 -11436.8 -30659.7 

Energia HOMO 

(u.a.) 

-0.222 -0.223 -0.184 -0.199 -0.199 -0.203 

Energia LUMO  

(u.a.) 

-0.132 -0.130 -0.075 -0.090 -0.090 -0.101 

GAP HOMO-LUMO 

(u.a.) 

0.090 0.093 0.109 0.109 0.109 0.102 

GAP HOMO-LUMO 

(eV) 

2.449 2.531 2.966 2.970 2.966 2.773 

Energia de 

transição 

(eV) 

2.449 2.531 2.966 2.970 2.966 2.773 

Área (Å 2) 510.17 482.73 510.11 660.1 626.39 732.72 

Volume (Å3) 847.76 799.97 859.05 1169.24 1090.42 1317.15 

Carga total  1 1 -2 -2 -2 -2 

Momento dipolo 

(D) 

2.89 4.34 15.87 13.72 13.69 12.90 

 

 Das propriedades calculadas para os corantes, podem ser destacadas as 

seguintes conclusões: 

• Os valores de ET, ∆Hf, área e volume para os corantes fenotiazínicos são 

menores do que para os corantes xantenos (com exceção da FL). Estas 
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propriedades são conseqüência direta do tamanho da molécula e do tamanho 

dos átomos que a compõem. Sendo assim, era de se esperar que esses valores 

fossem maiores para os xantenos, pois possuem um anel fenílico a mais e 

átomos mais pesados substituindo o hidrogênio (como bromo e iodo). A FL é 

uma exceção dos xantenos porque tem composição atômica semelhante à dos 

corantes fenotiazínicos; 

• Como mencionado anteriormente, os orbitais de fronteira HOMO e LUMO 

indicam a capacidade mais elétron-doadora ou aceitadora de uma molécula. Os 

corantes não apresentam diferenças significativas quando comparados entre si 

utilizando como parâmetro as energias do HOMO. No entanto, as energias do 

LUMO indicam que os corantes fenotiazínicos recebem elétrons com maior 

facilidade, concordando com a noção de carga total (+1 para os fenotiazínicos e 

–2 para os xantenos, indicando que os últimos doariam elétrons mais facilmente); 

• Em relação ao espectro de absorção, a transição eletrônica principal é uma 

transição entre HOMO e LUMO (note que o GAP HOMO-LUMO é igual à energia 

de transição). 

A transição eletrônica principal destes corantes é uma transição HOMO-LUMO, 

portanto esta é a transição eletrônica que ocorre na absorção de luz destes compostos. 

Foi observado (Tabela 8) que as energias desses orbitais são inversamente 

proporcionais à “foto-atividade” dos corantes, ou seja, quanto menor o valor dessas 

energias, maior a atividade biológica 
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Tabela 8 : Comparação dos valores de IC50 no claro para 4h e 6h de incubação em células HEp-2, 
dose de 18 J/cm2 com os valores de energia dos orbitais de fronteira. 

 

Corante  IC50 claro para 
4h 

(µg/mL) 

IC50 claro para 
6h 

(µg/mL) 

HOMO  

(u.a.) 

LUMO  

(u.a.) 

Azul de Toluidina O  0.7 0.12 -0.223 -0.130 

Azul de Metileno  10 1.4 -0.222 -0.132 

Rose Bengal  67 11 -0.203 -0.101 

Eritrosina B  124 74 -0.199 -0.09 

Eosina Y  213 104 -0.199 -0.09 

Fluoresceína  1644 370 -0.184 -0.075 

 

A Figura 12 apresenta a representação gráfica dos orbitais de fronteira (HOMO e 

LUMO). Observando as representações gráficas desses orbitais é possível verificar 

que, no caso dos fenotiazínicos, o HOMO está mais localizado nas extremidades do 

“antraceno” (chamando de “antraceno” a estrutura de três anéis fundidos) e o LUMO 

nos átomos do centro do “antraceno” (e para os xantenos o LUMO também está 

localizado nos átomos do anel fenílico), assim quando as moléculas absorvem energia, 

ocorre uma transferência de carga das extremidades para o centro de cada molécula. 

Analisando os gráficos da Figura 12 para os xantenos, verifica-se que os átomos de 

halogênio ligados no “antraceno” contribuem grandemente ao HOMO. 
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HOMO LUMO 
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Figura 12.  Representações gráficas dos orbitais de fronteira para as moléculas estudadas. 
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Entretanto, como pode ser observado na Tabela 8 e na Figura 12, os orbitais 

HOMO e LUMO são bem parecidos para o AM e ATO e para a RB, ER e EY e, 

portanto, as propriedades relacionadas a eles não ofereceram explicação para as 

diferenças nas atividades biológicas dentro das famílias de corantes. 

 A substituição de um átomo, em uma dada estrutura, por outro de maior número 

atômico leva a um aumento no rendimento quântico de 1O2. Em moléculas 

eletronicamente excitadas, o acoplamento spin-órbita facilita o cruzamento 

intersistemas, permitindo assim mudanças, de outro modo, proibidas no spin eletrônico 

(singlete-triplete). A constante de acoplamento spin-órbita é proporcional a quarta 

potência do número atômico do elemento de interesse, sendo assim, a presença de um 

“átomo pesado” (iodo ou bromo) em uma molécula aumenta o grau de acoplamento 

spin-órbita29,44. Como o 1O2 é uma espécie extremamente citotóxica, um aumento na 

sua produção implica em maior atividade biológica do composto substituído. Este fator 

explica a diferença na atividade biológica dentro da família dos corantes xantenos e 

pode melhor ser visualizada através da figura 13. 
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Figura 13. Gráfico de atividade fotodinâmica em função de IC50 no claro para 6 hrs de incubação 

com células HEp-2, com corantes xantenos. 
 

Como foi visto anteriormente, a AF está relacionada com a produção de 1O2 e 

através do gráfico acima pode-se observar que quanto maior a AF maior o efeito 

citotóxico do FS (valor menor de IC50). A FL que não possui nenhum substituinte em 

sua estrutura tem o menor valor de AF, sendo também o composto menos citotóxico. Já 

o RB possui quatro átomos de iodo e quatro de cloro em sua estrutura; possuindo, 

portanto, valores maiores de AF e sendo também o mais citotóxico em comparação aos 

demais. 

A análise de outros parâmetros, nominalmente o volume, a área e as cargas 

atômicas destas moléculas, pode ainda ser feita para explicar as diferenças nas 

atividades biológicas entre os corantes fenotiazínos e os xantenos. Os corantes 

fenotiazínicos são moléculas pequenas em comparação com os xantenos, esta 

característica pode facilitar a difusão dos fenotiazínicos através da membrana 

plasmática e o acúmulo nas organelas celulares, concordando com a literatura que 
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mostra que a localização do AM e ATO é nos lisossomos e no núcleo celular33,38,40,41. Já 

os compostos mais volumosos podem oferecer algum impedimento estérico para a 

difusão através da membrana, também concordando com a literatura que diz que os 

xantenos tendem a se localizar na membrana plasmática55,61,62, onde o dano provocado 

durante a PDT pode ser reversível. 

A Figura 14 apresenta as cargas atômicas derivadas do potencial eletrostático 

(CHELPG)114.  

 

 

Azul de Metileno  

 

Azul de Toluidina O  
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Figura 14.  Cargas atômicas para as moléculas estudadas (átomos de hidrogênio omitidos). 

 

O corante AM, por ser bastante simétrico, apresenta cargas distribuídas também 

simetricamente. Por conta da assimetria dos ligantes dos anéis fundidos, o ATO 

apresenta uma distribuição de carga assimétrica; portanto, era de se esperar que o 

ATO fosse menos hidrofóbico que o AM, pois além de ter momento de dipolo maior 

apresenta um grupo NH2 que pode fazer ligação de hidrogênio com a água. 
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Os xantenos apresentam momentos de dipolo maiores do que os fenotiazínicos, 

pois possuem carga total maior (em módulo), portanto os fenotiazínicos são menos 

polares, explicando assim sua maior hidrofobicidade em relação aos xantenos. A 

hidrofobicidade do RB em contraste com a hidroficilidade dos outros xantenos 

estudados pode ser explicada pela presença dos átomos de cloro no anel, pois apesar 

de ser uma molécula bem polar, estes átomos provavelmente oferecem certo 

impedimento estérico para a interação com a água. Além disso, a substituição de 

átomos de hidrogênio por halogênios nas moléculas que compõem essa família faz com 

que o momento de dipolo diminua. É interessante notar que essa substituição faz com 

que a posição dos átomos de oxigênio do ácido carboxílico também seja alterada. 
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5. CONCLUSÕES 

 

Neste estudo foram empregados quatro métodos para avaliar a eficiência 

fotodinâmica de seis corantes com potencial uso em PDT. A determinação da 

concentração inibitória média (IC50) na linhagem de células tumorais HEp-2 foi utilizada 

para avaliar a citotoxicidade dos corantes. O experimento de fotoxidação do ácido úrico 

para obter a atividade fotodinâmica foi utilizado para se avaliar a produção de oxigênio 

singlete pelos corantes. Foi investigada também a interação dos fotossensibilizadores 

com BSA como modelo de proteína. A determinação do coeficiente de partição permitiu 

obter-se, uma medida do caráter lipofílico destes compostos. Os estudos teóricos foram 

realizados com o objetivo de compreender melhor a estrutura dos corantes estudados. 

Foram feitas relações, quando possível, com os dados experimentais, fornecendo 

subsídios para o planejamento de novos e melhores compostos para serem utilizados 

como FS em PDT. 

Os estudos teóricos mostraram que para o planejamento de novos 

fotossensibilizadores, seria ideal procurar por moléculas pequenas e com carga 

positiva, pois estas características facilitam a difusão pela membrana plasmática e o 

acúmulo nas organelas celulares, com momento de dipolo não muito elevado, 

contribuindo assim para a hidrofobicidade do composto e com substituintes com número 

atômico maior, para se obter maior produção de oxigênio singlete. Obviamente nem 

todas estas mudanças estruturais podem ser feitas em uma única molécula, cabendo 

ao pesquisador analisar a propriedade mais desejada para o planejamento ou 

otimização de moléculas para serem utilizadas como fotossensibilizadores. 
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Com base nos resultados obtidos e nas discussões apresentadas, conclui-se que 

os corantes fenotiazínicos são fotossensibilizadores mais eficientes que os corantes 

xantenos, sendo que, algumas mudanças estruturais poderiam ser feitas no AM e ATO 

a fim de melhorar sua atividade fotodinâmica. No entanto, deve-se levar em 

consideração que a aplicação in vivo de um FS envolve inúmeros parâmetros, tais 

como: estruturas complexas, meios de aplicação, efeitos colaterais, administração 

tópica ou sistêmica do FS, etc., que devem ser cuidadosamente avaliados e podem ser 

modificados até a obtenção do melhor resultado. Sendo assim, os corantes 

fenotiazínicos podem ser considerados como possíveis alvos de estudo visando à 

aplicação em PDT. 
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