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Parâmetros da TFD

• FOTOSSENSIBILIZADOR: molécula, concentração 
(toxicidade no escuro), veículo de entrega (diluente, 
formulação, nanotecnologia), tempo de incubação.

• LUZ: comprimento de onda, fonte de luz, irradiação cw, 
intermitente ou pulsada, irradiância, fluência, geometria 
do feixe, superficial ou intersticial.

• MO, biofilme, tecido ALVO: 
– macro: propriedades ópticas, geometria (volume, espessura), 

sítio, vascularização;
– micro: membrana/parede celular, MEC, oxigenação.
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Figura 22  –  a) Estrutura monomérica do Photogem®. Os grupos substituintes R1 e R2 se ligam aos grupos 

CH=(OH)CH3, CH=CH2 ou a outra molécula do monômero. Já os grupos R3 e R4 se ligam à 
molécula de hidrogênio ou ao próprio monômero. b) Espectro de absorbância normalizado do 
Photogem® em PBS pH=7,4. O lado esquerdo representa a banda de Soret, enquanto o lado direito 
do gráfico as quatro bandas Q. 

Fonte: Adaptada de MENEZES.51 

   

Por outro lado, o Mono-L-Aspartil Clorina e6, cujo nome comercial é PDZ (VETA–

GRAND, Moscou, Rússia), é sintetizado da cianobactéria Spirulina platensis através da 

adição de N-metil-D-glicosamina 0,5% como agente solubilizante, obtendo então forma de sal 

de glucamina. Possui fórmula molecular C38H37N5Na4O9 e massa molecular de 799,69 g/mol. 

Seu espectro de absorção apresenta uma banda de Soret com máximo em 401 nm e outras três 

bandas Q com máximos em 505 nm, 600 nm e 655 nm, como demonstrado na Figura 23, com 

PDZ na concentração de 20µg/mL. 

O PDZ apresenta algumas vantagens em comparação ao Photogem®. Primeiramente 

apresenta uma banda de absorção em comprimentos de onda mais elevados (até 

aproximadamente 660nm), permitindo maior penetração no tecido biológico. Além disso, ele 

é encontrado em maior quantidade por ser obtido através de uma fonte natural (alga), o que 

auxilia em seu menor custo e, também, é eliminado mais rapidamente pelo organismo, em 

torno de 94% em 24h pós-administração e 98% em 48h.52 
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Figura 23  –  a) Estrutura química do Photodithazine®. b) Espectro de absorbância do Photodithazine®. O lado 

esquerdo do gráfico demonstra a banda de Soret com máximo em 401nm. Por outro lado, o lado 
direito apresenta os valores das três bandas Q, com máximos em 505nm, 600nm e 655nm. 

Fonte: Adaptada de CORREA.53 

  

 Sabe se que a agregação é definida como associação ou aglomeração de moléculas em 

solução e ela consititui um grande obstáculo na biodisponibilidade de vários 

fotossensibilizadores, além de ser um desafio na formulação de novos fármacos. 

Normalmente, a agregação de fotossensibilizadores é associada a  vários fatores como 

aumento da sua concentração, adição de sulfactantes iônicos no meio e, alteração do pH ou 

temperatura, que atribuem características relacionadas à diminuição da fluorescência do FS e 

do tempo de vida do oxigênio singleto.54-55 Os problemas decorrentes da agregação de FS 

incluem redução de fotossensibilização, redução na captação do FS pelas células alvo e 

aumento no risco de reações anafiláticas nos pacientes tratados, características negativas para 

aplicação da TFD.56-57 Logo, a verificação de propriedades espectrais, como absorbância dos 

fotossensibilizadores em função da concentração, é um parâmetro interessante para se 

assegurar um intervalo de concentrações adequado para os futuros experimentos de TFD. A 

idéia geral é que se tenha uma relação linear entre esses dois parâmetros, de modo que 

obedeçam a lei de Beer-Lambert, indicando que não houve mudanças nas propriedades 

físicas e químicas do FS. Portanto, para esse procedimento foram preparadas diferentes 

soluções dos fotossensibilizadores Photogem® e Photodithazine®, diluídas em meio McCoy 

sem fenol e sem soro fetal bovino, com concentrações variando entre 0,5 μg/mL a 150 μg/mL. 
                                                 

*  A Lei de Beer-Lambert é a equação fundamental da espectrofotometria e mostra que a absorbância é 
diretamente proporcional à concentração da espécie, que absorve radiação de certo comprimento de onda.  

Propriedades ópticas – FS

Absorbância
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Figura 16 - Curva de calibração do Photodithazine em solução de 90% DMSO e 10% de PBS A 10 

mM 
Fonte: Elaborada pelo autor 

 

Utilizando as menores concentrações de Photodithazine uma reta foi 

ajustada, indicada pela cor vermelha na figura 17, para inferir a concentração do 

fotossensibilizador. Houve baixa correlação, 0,78, entre as medidas de fluorescência 

e concentração. Já que uma forte correlação para regressão linear é um valor 

próximo de um. No entando, dadas as limitações presents no procedimento de lise 

celular, assim como das baixas concentrações investigadas, a correlação pode ser 

considerada satisfatória. Através dos parâmetros obtidos da curva ajustada, foi 

possível obter a seguinte reta:  

Propriedades ópticas – FS

Fluorescência



Tempo de 
incubação

Concentração
prevista (µg/mL)

1h 0.0121

2h -0.082

3h -0.011

24h 0.153



Cinética - distribuição
e localização celular

3 h 1 h 



24 h 5 h

Cinética - distribuição
e localização celular



Localização celular
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Figura 23 - Marcação de componentes celulares das células B16F10. Barra de escala de 20 Pm. A) 

Fluorescência de mitocôndrias, B) Fluorescência do Photodithazine e C) Fluorescências 
sobrepostas. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 
Assim como na figura 22C, foi possível observar na figura 23C regiões 

amarelas próximas ao núcleo celular e à membrana plasmática. O coeficiente de 

Pearson calculado de 0,748 para a figura 22, mostra uma alta correlação entre os 

fluoróforos. Os coeficientes de Mander, M1 e M2, calculados, 0,539 e 0,78, mostram 

novamente que o fotossensibilizador foi co-localizado na maioria dos pixels 

analisados na presença de mitocôndrias, porém o valor de M1 mostra que a 

fluorescência do marcador de mitocôndria e de Photodithazine não foi, como para 

M2, encontrados no mesmo pixel. 

Analisando os coeficientes de Pearson e Mander para as imagens acima, foi 

observado que o Photodithazine e a mitocôndria estão co-localizados. Os valores 

dos coeficientes de Pearson foram classificados com uma alta correlação entre 1 e 

0,7. Isso, porém, não ocorreu com o par Photodithazine e citoesqueleto, que 

apresentou valores na faixa da correlação moderada. Luo et al. realizando 

experimentos de co-localização observou que o fotossensibilizador clorina e6, 

composto quimicamente similar ao Photodithazine, apresentou co-localização 

também com mitocôndrias celulares. Apesar disso, pesquisadores observaram um 

comportamento contrário, após 8 horas de incubação de clorina e6 a 0,5 Pg/mL, 

analisando apenas a sobreposição de imagens mostraram que pouca ou nenhuma 

co-localização foi observada entre clorina e6 e mitocôndria.(65) Dunn et al. 

mostraram que este tipo de análise pode levar à falsas interpretações, pois 

pequenas variações da intensidade de cada fluoróforo pode mudar a percepção da 

co-localização dos fluoróforos. (45) 

A B C 



Toxicidade no escuro
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Figura 13 - Viabilidade Celular de Células B16F10 incubadas com Photodithazine no escuro por 24 

hora no escuro. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

Comparando os tempos de incubação, observou-se uma dimiunição do valor 

do IC50 de 82 µg/mL para 33 µg/mL para os tempos de incubação de 4 e 24 horas, 

respectivamente. Isso indica que a toxicidade do Photodithazine aumenta bastante 

para tempos prolongados de incubação nas células B16F10. Pesquisadores que 

trabalharam com Photodithazine observaram esse aumento de citotoxicidade com o 

aumento do tempo de incubação para as células HEP-2 (Células cancerígenas de 

fígado) e Vero (Células de rim de macaco). Para a incubação de 4 horas com 

Photodithazine, as células Vero e HEP-2  apresentam, respectivamente, valores de 

IC50 de 60 r 2 Pg/mL e 33 r 3 Pg/mL. (54)  

Pesquisadores utilizando o fotossensibilizador clorina e6, composto 

quimicamente parecido ao Photodithazine, também mostraram o aumento da 

toxicicidade com o aumento da concentração. Além disso, eles mostraram que na 

qual foi incubado 10 Pg/mL de clorina e6 por 24 horas apresentou citotoxicidade de 

10%, similar ao que encontramos para a mesma concentração e tempo analisados 

(figura 13). (55) 

 

 



IC50 para 4 horas de incubação

Curva dose resposta
IC50 = 82 µg/mL , p = -27, r2=0.87



IC50 para 24 horas de incubação

Curva dose resposta
IC50 = 33 µg/mL, p = -30, r2=0.99



TFD para fluências de 2 J/cm2 e 
4 J/cm2

13

2 J/cm2 4 J/cm2



TFD para fluências de 6 J/cm2 e 
8 J/cm2

6 J/cm2 8 J/cm2



TFD para fluências de 10 J/cm2

e 20 J/cm2

10 J/cm2 20 J/cm2



Variação da fluência para as 
concentrações de 1 µg/mL e 20 
µg/mL

1 µg/mL 20 µg/mL


