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RESUMO 

 

 

FERRAZ, R. C. M. C., Avaliação da viabilidade da quimiluminescência como fonte de luz 

em terapia fotodinâmica para controle microbiano. 2010. 64p. Dissertação (Mestrado) – 

Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2010. 

 

 

A terapia fotodinâmica é a combinação do agente fotossensibilizador, da fonte de luz e do 

oxigênio que pode resultar na oxidação de biomoléculas e gerar danos celulares. Esta técnica 

é aplicada em diversas situações, desde o controle microbiológico até o tratamento de câncer. 

A maioria dos estudos utiliza as fontes de luz tradicionais, ou seja, lasers, sistemas à LED e 

lâmpadas. No entanto, poucos são os estudos que se concentram em propostas de fonte de luz 

alternativas. Iluminação portátil, flexível e independente de energia elétrica são características 

de grande interesse, principalmente, aos países em desenvolvimento no qual há uma grande 

parcela da população não assistida por hospitais de referência, além de cidades que não 

possuem o fornecimento de energia elétrica. Neste estudo, foi avaliada a viabilidade do uso, in 

vitro, da quimiluminescência como uma fonte de luz para a terapia fotodinâmica, induzindo a 

redução microbiana de Staphylococcus aureus. A quimiluminescência é uma reação química 

onde por meio da mistura de reagentes líquidos ocorre a emissão de luz sem a necessidade de 

qualquer ativação externa. Previamente aos estudos da aplicação terapia fotodinâmica in vitro, 

foram avaliadas diversas reações de quimiluminescência no intuito de estabelecer as 

características mais viáveis ao efeito fotodinâmico. Através de um modelo similar a teoria de 

Förster, foi estabelecida a relação espectral entre a banda de emissão da quimiluminescência e 

o espectro de absorção do fotossensibilizador Photogem
®
. Na análise in vitro, o agente 

fotossensível foi utilizado em quatro concentrações entre 6 e 75 µg/ml e iluminação entre 60 

minutos até 240 minutos. Longos tempos de irradiação são necessários devido a baixa 

intensidade de luz oriunda da quimiluminescência (intervalo de algumas dezenas de µW/cm²). 

Os resultados demonstraram que o longo tempo de experimento não gerou redução 

microbiana nos grupos em que foi avaliado o efeito isolado da fonte de luz e do 

fotossensibilizador. Porém, quando foi avaliado o efeito fotodinâmico na combinação da 

reação química e o fotossensibilizador, atingiu-se redução da bactéria próxima de 98% 

(redução de duas ordens logarítmicas, aproximadamente) nas maiores concentrações de 

Photogem
® 

e de dose de luz aplicada. Este estudo demonstra a possibilidade do uso da 

quimiluminescência como uma fonte de luz alternativa no controle microbiano através do 

efeito fotodinâmico, além de apresentar as vantagens de irradiação portátil, flexível entre 

outras quando comparada com as fontes de luz convencionais.     

         

 

 

 

 

 

 

 

 
Palavras-chave: Terapia fotodinâmica. Quimiluminescência. Controle microbiano. Baixa intensidade. 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 

FERRAZ, R. C. M. C., Evaluation of the viability of the chemiluminescence as a PDT 

light source for microbial control. 2010. 64p. Dissertação (Mestrado) – Instituto de Física 

de São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2010. 

 

 

Photodynamic therapy is a combined action of the photosensitizer, a light source and the 

oxygen that may result in an oxidation of biomolecules and cellular damage. This technique is 

used for several applications, from microbial control to cancer treatment. The majority of the 

studies use conventional light sources as lasers, LED systems and lamps, just a few focuse on 

the proposal of alternative light sources. Portable, flexible and non-wired illumination are 

duired characteristics especially for developing countries where still great part of the 

population is not assisted by hospitals and several regions do not have electricity. In this 

study, the viability of chemiluminescence  use a PDT light source was evaluated in the in 

vitro microbial reduction of Staphylococcus aureus. Chemiluminescence is a chemical 

reaction where after the reagents mixture a light emission occurs. Previously to the 

microorganism experiment, several chemiluminescence protocols were tested for the 

determination of the best reaction for this study photodynamic effect. Using a mathematical 

model similar to the Förster theory, the spectral relation of chemiluminescence emission and 

Photogem
®

 absorption band was calculated. The photosensitizer was tested at four 

concentrations between 6 an 75 µg/ml and illumination at exposure times between 60 and 240 

minutes. Long exposure times were needed due to the low irradiances of about dozens of 

µW/cm².The results showed that the experiment long procedure did not result in microbial 

reduction, which was verified at the individual effect of light and of photosensitizer. On the 

other hand, the photodynamic effect produced by the combination of the photosensitizer and 

chemiluminescence resulted in 98% microorganism reduction for the higher Photogem
®

 

concentrations and light dose. This study shows the viability of the chemiluminescence as a 

light source for the microbial control by PDT, associated with the characteristics of a portable 

and flexible illumination device. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Terapia fotodinâmica: Definições e características 

 

 

A Terapia Fotodinâmica (TFD) é uma técnica utilizada em diversas práticas desde o 

tratamento de câncer até o controle microbiano. Muitos avanços são observados nas últimas 

décadas, porém desde o início do século XX o efeito fotodinâmica já era conhecido (1).  

A base desta técnica é a presença de três elementos fundamentais: fotossensibilizador, 

fonte de luz e oxigênio. O fotossensibilizador (FS) é uma substância capaz de se tornar ativa 

apenas após a absorção de fótons nas condições de iluminação. O agente fotossensível ativo 

(excitado) tende a retornar ao seu estado fundamental, sendo necessária a liberação da energia 

absorvida. Essa energia liberada pode ser absorvida por alguns substratos, entre eles, o 

oxigênio tornando-se uma espécie altamente reativa e de meia-vida curta.  

Os outros substratos ativados são, por exemplo, superóxidos e radicais livres, porém a 

produção do oxigênio singlete é um dos principais fatores no sucesso da terapêutica (2). O 

oxigênio, em condições normais, se encontra no estado fundamental triplete e através da 

transferência de energia do FS excitado, o oxigênio forma um estado eletrônico citotóxico, 

denominado oxigênio singlete. Este estado é altamente reativo promovendo principalmente o 

dano celular através da lise de membranas (3, 4). A citotoxicidade destes substratos ativados 

pode gerar danos às células devido à oxidação de componentes moleculares, danos na 

membrana celular, organelas, mitocôndrias e no núcleo celular, como é estabelecido pela 

literatura (5, 6). O oxigênio, geralmente, é de fácil acesso e disponibilidade na região de 

interesse, seja um tecido neoplásico (oxigênio molecular tecidual) ou um estudo in vitro em 

microbiologia (oxigênio do sistema).  

A fonte de luz é a responsável pelo início do processo fotodinâmico. A fonte de luz 

deve possuir certas características que satisfaçam as necessidades da aplicação e um dos 

principais fatores é a relação do espectro de emissão desta fonte com o espectro de absorção 

do FS utilizado.  
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1.2 Fonte de luz utilizada em Terapia Fotodinâmica 

 

 

As fontes de luz tradicionalmente utilizadas na TFD são, entre outras, as lâmpadas, 

lasers e sistemas à base de diodo emissor de luz (LED). Entre as lâmpadas, se destacam as de 

tungstênio, fluorescente, sódio com fósforo, xenônio e outras. Essas possuem uma intensidade 

alta, um espectro eletromagnético amplo e de difícil acoplamento óptico por fibras. No 

extremo desta característica, há a fonte de laser com fótons colimados, em fase e 

monocromático (comprimento de onda único). 

Existem vários tipos de laser, como por exemplo, argônio, diodo entre outros. Essa 

fonte de luz é altamente eficaz no acoplamento óptico e amplamente utilizada na TFD. Há 

alguns anos, a fonte de luz baseada à LED é estudada e aplicada em muitas áreas da TFD, 

desde o tratamento de certas lesões em câncer de pele até a iluminação de sistemas de 

controle microbiano. O fator diferencial das vantagens do LED é que o custo dos sistemas 

lasers é elevado tanto na aquisição como em sua manutenção (7). 

Outra característica relevante é a técnica utilizada para realizar a iluminação da área 

desejada. Através do laser é possível fazer o acoplamento por meio de fibra óptica, sendo 

possível iluminar áreas específicas e também fazer aplicações intersticiais. A fonte LED, 

normalmente não é acoplada a uma fibra óptica, porém, o aparelho de LED pode ser montado 

em diversas geometrias, com melhor adaptação à anatomia da região iluminada, enquanto que 

as lâmpadas não apresentam eficiente acoplamento óptico (2, 7). 

Apesar destas vantagens, ainda têm-se inúmeros casos onde as fontes de luz 

convencionais se mostram bastante limitadas, como por exemplo, dependência de energia 

elétrica, ou seja, a maioria destes aparelhos está limitada pela não total portabilidade.  

Essas desvantagens são potencializadas em países em desenvolvimento, como o 

Brasil, que possuem muitas cidades com escassez ou sem fornecimento de energia elétrica, 

além da concentração de centros hospitalares nas grandes cidades e por conseqüência, as 

populações das outras cidades possuem um atendimento deficitário.   

De acordo com a literatura, há poucos estudos focados em novas fontes de luz 

aplicadas à TFD que possuam as necessidades intrínsecas na técnica (já descrita 

anteriormente) agregada à independência elétrica e portabilidade total. Desta maneira, surge a 

possibilidade de novas fontes de luz aplicadas e eficientes à TFD que tenham também, como 

características, a viabilidade econômica, fácil/inexistente manutenção, maleabilidade e 
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principalmente a independência elétrica gerando a possibilidade de realizar tratamentos fora 

das dependências hospitalares e até tratamento caseiro (homecare) (8).  

 

 

1.3 Quimiluminescências: fundamentos e características  

 

 

A quimiluminescência (QL) é uma reação química que resulta na emissão de luz, 

totalmente independente de energia elétrica. Existem alguns tipos de reações de 

quimiluminescência, como a oxidação de luminol, oxidação de luciferina e sistema de peróxi-

oxalato. Os reagentes utilizados na reação determinam as características da luz emitida e entre 

estes atributos, se destacam a região do espectro eletromagnético, intensidade e duração de 

emissão (9). 

O mecanismo da reação de QL aceito até os dias atuais foi descrito por Rauhut em 

1967, no qual descreve o mecanismo de reação do sistema de peróxi-oxalato. A mistura se dá 

por meio do reagente oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila) (TCPO), associado à presença do 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e de um ativador (ACT), no caso, 9,10-

bis(feniletinil)antraceno (BPEA). Essa reação ocorre em solução de imidazol (IMI-H) e 

acetato de etila (EtOAc). 

O TCPO interage com o H2O2, gerando assim um peróxido cíclico. Este é uma 

molécula com alto conteúdo energético que interage com o BPEA e assim é gerada uma 

seqüência de eventos denominada “Mecanismo CIEEL” (“Chemically Initiated Electron 

Exchange Luminescence” – Luminescência Quimicamente Iniciada por Intercâmbio de 

Elétrons) proposto por Rauhut (op. cit.). Segundo este autor, existe um intermediário de alta 

energia meta-estável que interage com o ativador e é um dos responsáveis para o mecanismo 

CIEEL. 

Quando as reações do mecanismo CIEEL terminam, o ACT está em seu estado 

eletronicamente excitado que, por sua vez, é instável e desta maneira retorna ao estado 

fundamental emitindo luz ao ambiente. Através de resultados do próprio Rauhut (op. cit.), 

foram propostas duas relações inversamente proporcionais em relação ao ACT: i) quanto 

menor o potencial de oxidação (tendência de doar/perder elétrons) maior a constante da 

velocidade de formação de estados eletronicamente excitados; ii) quanto menor a energia 

singlete do ativador, maior é o rendimento quântico de quimiluminescência (8, 10, 11, 12). 
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A reação do tipo peróxi-oxalato apresenta características passíveis na utilização em 

TFD, como o maior tempo de emissão de luz associado com o máximo de intensidade obtida 

quando comparada com as outras reações de QL. No entanto, quando a intensidade luminosa 

é comparada com as fontes de luz habituais (lasers e LED) de TFD, apresenta uma 

intensidade baixa. Assim, é necessário estudos nessa área para verificar a possibilidade do uso 

da QL como uma fonte de luz adequada de TFD em controle microbiano e lesões infectadas. 

 

 

1.4 Intensidade baixa e tempo prolongado na Terapia Fotodinâmica 

 

 

Estudos recentes apresentam os aspectos positivos no uso de baixa intensidade de luz 

e, consequentemente, tempos prolongados da Terapia Fotodinâmica (13-15). Segundo Babilas 

(2006), Tsutsui (2002) entre outros, aplicações in vivo demonstram que a baixa intensidade de 

luz no tecido irradiado não gera colapso vascular, ou seja, a área iluminada mantém o nível 

ideal de oxigenação. Garantida a boa oxigenação e associado com o uso adequado de FS e λ 

aplicado, tais trabalhos, obtiveram bons resultados na reação fotodinâmica (16-20). 

Esses autores utilizaram tempos de iluminação relativamente altos, entre 120 e 240 

minutos devido a faixa de intensidade aplicada (variação de 10 a 50 mW/cm²). Porém, esses 

estudos não buscaram atingir doses de luz observadas nos trabalhos tradicionais de TFD 

(próximo de 150 J/cm²). O fator crucial para não se utilizar doses tradicionais é devido ao 

tempo de aplicação, uma vez que fossem utilizadas essas doses, o tempo de iluminação 

alcançaria níveis inviáveis de 12 a 24 horas de terapia. Portanto, foi utilizado, em alguns 

casos, doses de luz no intervalo de 2 a 5 J/cm², tanto nos estudos  in vivo como in vitro. 

Babilas (2006) obteve bons resultados no trabalho realizado in vitro e in vivo com o 

ALA (agente precursor da PpIX), LED com pico em 633 nm em lesões de queratose actínica 

com doses entre 3 e 24 J/cm² (40mW/cm²) e dose igual 40 J/cm² (80 mW/cm²) apresentando-

se eficiente a aplicação de LED, nos parâmetros utilizados, in vivo e in vitro. Attili (2009) 

também obteve sucesso na aplicação do ALA em carcinoma de Bowen em doses de 45 a 60 

J/cm² (intensidade de 5 mW/cm²) e λ = 620 nm, através de sistema LED portátil (OLED), 

confirmando a possibilidade de aplicações fora de hospitais e clínica. 

De acordo com Tsutsui (2002) que utilizou em sua pesquisa o fotossensibilizador 

mTHPC em modelo animal  tumoral, comprimento de onda próximo de 652 nm e intensidade 

de 100mW obteve lesões tratadas não extensas e o autor estabelece a possibilidade de utilizar 
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tais parâmetros em aplicação intersticial em tumores sólidos. Seshadri (2008), também em 

modelo animal, aplicou o fotossensibilizador HPPH, 665 nm e intensidade de 7 mW durante 

120 e 240 minutos. Os resultados desse trabalho confirmam o beneficio de exposições de luz 

prolongadas, devido a resposta vascular potencializada e o autor sugere que tratamento com 

maior tempo de duração pode ser uma importante e nova alternativa à terapia fotodinâmica. 

Bisland (2007), em seu trabalho, utiliza o termo LLLT (Low-Level Light Treatment) 

no tratamento de células de glioma empregando 635 nm e ALA como agente químico, 

atingindo de 1 a 5 J/cm² na intensidade de 10 mW/cm². E obteve bons resultados 

estabelecendo uma alternativa na aplicação da terapia fotodinâmica. 

O principal fator que vem sendo usado para justificar as doses utilizadas nos estudos 

citados anteriormente é a constante oxigenação do sistema durante a TFD. Esta característica 

demonstra ser um dos responsáveis pelos bons resultados obtidos, como por exemplo, no 

controle microbiano, que alcançaram, aproximadamente, os níveis de redução microbiana 

determinados em trabalhos que utilizam intensidades mais altas (100 mW/cm²) e doses 

próximas de 150 J/cm² como relatado nestes trabalhos (21-23).  

Certamente uma seção terapêutica de 2 horas, ainda, pode ser considerada cansativa 

para um paciente e inoperante ao ambiente hospitalar. No entanto, a possibilidade de um 

tratamento não-ambulatorial (nas residências, por exemplo) se torna atraente e viável. 

Principalmente com uma fonte de luz portátil (independência elétrica) e flexível como é o 

caso da quimiluminescência, uma potencial fonte de luz para aplicação em TFD 

antimicrobiana.  

Os estudos encontrados na literatura empregando baixas intensidades são enquadrados 

no intervalo de algumas dezenas de miliwatts. A luz resultante de uma reação de QL é da 

ordem de microwatts, região de intensidade pouco avaliada e assim, relevante para maiores 

estudos.  

 

 

1.5 Resistência antibioticoterapia e TFD em microbiologia  

 

 

Os trabalhos referentes ao controle microbiológico foram intensificados quando foi 

observado, em escala mundial, existência de espécies microbianas resistentes a antibióticos, 

como a vancomicina (24-28). Devido à resistência a antibioticoterapia, surgem novas 

pesquisas na tentativa de terapias alternativas. A TFD apresenta bons resultados nesta área, 
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porque além de obter efetividade no tratamento, há pouca probabilidade de gerar resistência 

microbiana (24, 29, 30). Devido a alta diferenciação celular e funcional dos muitos 

microrganismos causadores de patologias, se faz necessário diferentes características no 

parâmetro da TFD, como o fotossensibilizador utilizado e bem como a fonte de luz aplicada 

(31).  

A espécie Staphylococcus aureus, identificada em diversos tipos de queimaduras, 

úlceras e grande responsável pelas infecções hospitalares é uma das principais espécies 

associadas as patologias humanas. Esta bactéria é um microrganismo que possui apenas uma 

camada externa à membrana citoplasmática (Gram positiva) (32, 33). A bactéria Gram 

positiva facilita a ação fotodinâmica que pode utilizar diferentes fotossensibilizadores e doses 

mais baixas de fonte de luz quando comparada com as doses tradicionalmente utilizadas na 

TFD para tratamentos de tumores (26, 34). A bactéria S. aureus pode se apresentar como um 

potencial microrganismo para a validação da QL como fonte de luz aplicada na Terapia 

Fotodinâmica.      
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2 OBJETIVO  

  

O objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade do uso da quimiluminescência, 

como fonte de luz, na redução microbiana por efeito fotodinâmico, por meio de estudos in 

vitro com a bactéria Staphylococcus aureus. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS   

 

 

 A pesquisa realizada possui um desenho experimental dividido em três etapas: i) 

estabelecimento e caracterização da reação de quimiluminescência; ii) relação de eficiência 

fotodinâmica através da quantificação teórica do fotossensibilizador e da fonte de luz; iii) 

avaliação da resposta fotodinâmica em cultura de S. aureus empregando a 

quimiluminescência, como fonte de luz. 

 

Etapa I: Estudo das reações de QL. O intuito desta etapa foi avaliar quais das reações 

de QL conciliavam da melhor maneira as seguintes características para gerar o melhor efeito 

fotodinâmico: i) banda de emissão; ii) intensidade luminosa; iii) tempo de duração da reação. 

Também nesta etapa, foi estabelecido o FS a ser utilizado e o microrganismo avaliado. Após 

esse primeiro momento, foi necessário buscar orientações práticas e (ainda teóricas) em um 

dos maiores laboratórios de estudos avançados de quimiluminescência no Brasil, o 

Laboratório de Quimiluminescência Orgânica do Instituto de Química da USP de São Paulo, 

com o Professor Dr. Baader e seu aluno de doutorado (na época) Fernando Bartoloni Heering. 

Durante esta etapa, houve uma grande ajuda e orientação da pesquisadora Débora Balogh do 

IFSC/USP.  

 

Etapa II: Estabelecido o uso da reação de QL, do MO e do FS, foi realizado um 

estudo teórico da relação espectral do perfil do espetro de emissão da QL e do espectro de 

absorção do FS, ou seja, a correlação espectral entre ambos os fatores. 

 

Etapa III: Avaliou-se a viabilidade do uso de QL como fonte de luz na redução 

bacteriana do S. aureus, por efeito fotodinâmico. Foram estabelecidos grupos para verificar a 

toxicidade apenas do FS, apenas da fonte de luz, ausência desses dois fatores e a associação 

de ambos, consagrando neste último grupo, a técnica de TFD. 
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3.1 Procedimentos da etapa I 

 

 

De acordo com a literatura, existem alguns tipos de reações de QL (oxidação de 

luminol, oxidação de luciferina e sistema de peróxi-oxalato) onde os reagentes do mecanismo 

CIEEL são variados e, consequentemente, observa-se alteração da intensidade de luz, do 

tempo e da banda de emissão. Segundo Albertini (1998), as reações do tipo peróxi-oxalato 

possui um dos maiores tempos e de intensidade de emissão.  

Ainda na etapa I, foi realizado algums estudos nas dependências do Laboratório de 

Quimiluminescência Orgânica – IQ/USP, sendo possível obter conhecimentos teóricos, 

técnico e prático sobre a manipulação e domínio da reação de quimiluminescência. 

 

 

3.1.1 Reagente e suas manipulações em QL 

 

 

 O acetato de etila (EtOAc) (Sigma-Aldrich
®
, São Paulo, Brasil) para uso experimental 

foi mantido sob agitação mecânica com NaOH (40 g por litro de EtOAc) a 0 ºC durante 30 

minutos e posteriormente filtrado e destilado (PE 74-7 ºC). Adicionou-se P2O5 (pentóxido de 

fósforo) e destilou-se o solvente (ponto de ebulição 77 °C a 760 mmHg) em uma coluna 

Vigreaux de 1,5 m. Em seguida, destilou-se mais uma vez de P2O5 e armazenou-se em um 

frasco seco. Desta maneira, EtOAc estava em perfeitas condições para ser utilizado. Este 

reagente foi utilizado como o solvente nas reações de quimiluminescência. 

O sulfato de magnésio (MgSO4) (Sigma-Aldrich
®
, São Paulo, Brasil) foi previamente 

seco em forno a vácuo (180 °C a 1 mmHg) durante dois dias. O forno foi aberto sob ar seco e 

o MgSO4 armazenado em um recipiente adequado, estando assim, em condições de uso. 

 A preparação inicial do Peróxido de Hidrogênio (H2O2) (Sigma-Aldrich
®
, São Paulo, 

Brasil) foi realizada pela mistura de 20,0 ml de EtOAc e 1,0 ml de H2O2 (60%). Acrescenta-se 

MgSO4 em agitação até ocorrer a precipitação deste reagente. Assim, está realizado o estoque 

de peróxido de hidrogênio.  

O dibutilftalato (DBF) (Sigma-Aldrich
®

, São Paulo, Brasil) é outra classe de solvente 

nas reações de peróxi-oxalato, apresentando-se mais viscoso que o EtOAc. DBF foi destilado 

em uma temperatura de ebulição entre 170 – 175 °C em uma pressão menor de 1 mmHg. 
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O reagente oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila), o reagente imidazol e os ativadores 

(Sigma-Aldrich
®
, São Paulo, Brasil) não sofreram o processo de destilação e nenhum outro 

procedimento. Os ACTs avaliados foram: 9,10-difenilantraceno (DPA); 9,10-

bis(feniletinil)antraceno (BPEA); Rodamina e (4-(Dicyanomethylene)-2-methyl-6-(4-

dimethylaminostyryl)-4H-pyran) (DCM). 

 

 

3.1.2 Estabelecimento da reação de quimiluminescência  

 

 

Diversas reações foram testadas para o estabelecimento da melhor proporção dos 

reagentes para a obtenção de maiores valores de intensidade de luz e tempo de meia-vida da 

reação química.   

Todos os reagentes envolvidos na reação foram avaliados em diferentes concentrações 

para analisar as seguintes características: banda de emissão, intensidade máxima e o tempo de 

decaimento da luz emitida. Os estudos relacionados com a emissão da luz foram avaliados no 

espectrofotômetro (Cary, Varian
®
, São Paulo, Brasil). 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Espectrofotômetro utilizado na avaliação da reação química 

 

 A utilização de uma reação de quimiluminescência industrializada que obtivesse 

parâmetros similares aos estabelecidos na reação química pesquisada no IQ/USP poderia 

auxiliar no procedimento experimental da etapa III. Este interesse é potencializado de acordo 

com o objetivo geral desta dissertação: o uso de uma fonte de luz à base de QL aplicado à 

TFD; e não a elaboração e/ou estabelecimento de procedimentos químicos sobre o mecanismo 

de uma reação de quimiluminescência. 

 Deste modo, foi avaliada a reação de QL industrializada (Light Stick Ltd., Pequim, 

China). A QL industrializada é comercializada em 1 ml/recipiente e também é de fácil 
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aquisição, seguro e aplicável aos interesses deste trabalho. A partir desta reação química, os 

parâmetros analisados foram os mesmos pesquisados na reação de quimiluminescência no 

IQ/USP. Para esta análise utilizou-se o espectrofotômetro (Cluster Ltd., Moscow, Rússia). 

 

 

3.2 Planejamento da etapa II 

 

 

Com o intuito de coletar as informações do FS e da fonte de luz, foi obtido o espectro 

de absorção do fotossensibilizador Photogem
® 

no equipamento espectrofotômetro (Cary, 

Varian
®
, São Paulo, Brasil) e as informações da fonte de luz, foram avaliadas por meio do 

espectro de emissão da QL, através do espectrofotômetro (Cluster Ltd., Moscow, Rússia). 

De acordo com os dados iniciais do FS e da QL, e de acordo com o uso similar da 

teoria de Förster (35) foi realizada a normalização do espectro de absorção do FS pelo o seu 

máximo valor observado, e da mesma maneira, o espectro de emissão da QL foi normalizada 

pelo seu maior valor obtido. 

Portanto, a partir deste momento foi possível estabelecer a correlação do FS e da fonte 

de luz em cada comprimento de onda avaliado, descrevendo o grau de correlação entre os 

espectros. O resultado denominado deste estudo descreve um valor adimensional que 

descreve, teoricamente, a razão entre as somatórias do FS e da fonte de luz, sendo um 

parâmetro para avaliação indireta da efetividade fotodinâmica da interação destes dois fatores. 

Os dados foram avaliados nos softwares OriginLab
®
 (Northamptonocal, Massachusetts, EUA) 

e Microsoft Excel
® 

(Microsoft, EUA).  
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3.3 Desenho experimental da etapa III 

 

 

 

3.3.1 Agente fotossensibilizador  

 

 

 O fotossensibilizador utilizado neste estudo foi o Photogem
®
, classificado como um 

representante da primeira geração dos fotossensibilizadores. O Photogem
® 

possui várias 

bandas de absorção, quando em solução em água destilada. A banda de Soret localizada na 

região ultravioleta (pico em 369 nm), e outras bandas menores (bandas Q) localizadas na 

região vísivel do espectro eletromagnético, centradas em 507, 540, 570 e 620 nm, segundo 

Menezes et al (2005). 

 Esse agente fotossensível é produzido a partir da hematoporfirina, uma substância 

presente no sangue de animais e de humanos. O Photogem
®
 é fabricado na Rússia – Moscou, 

aprovado pelo “Ministry of Public Health Service and Medical Industry of Russian 

Federation”. Além disso, a utilização desse agente é aprovada para uso em humanos pelo 

Comitê Estatal de Farmacologia da Federação Russa e, também, por órgãos brasileiros para 

uso em pesquisa clínica. Apresenta-se na forma de um pó violeta escuro, pode ser armazenado 

por até 2 anos em um local protegido da luz e em temperatura inferior a 5°C. 

 O Photogem
®
 foi avaliado em quatro concentrações: 6; 25; 50 e 75 µg/ml. Para isso, 

alíquotas da solução estoque de Photogem
® 

(1000 mg/l) foram diluídas em solução salina 

estéril previamente ao uso. Essas diluições correspondem ao dobro das concentrações 

avaliadas neste estudo, já que, quando estas soluções foram adicionadas às suspensões da 

bacteria a concentração do Photogem
®
 foi reduzida pela metade, atingindo-se as 

concentrações finais relatadas anteriormente. Todo o procedimento experimental, entre a 

diluição do FS até o inicio do experimento in vitro, o fotossensibilizador foi protegido da 

exposição de luz.  
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3.3.2 Fonte de luz 

 

 

A fonte de luz utilizada na iluminação das amostras se deu através da 

quimiluminescência. A reação de química utilizada foi caracterizada (Capitulo “Resultados e 

Discussões”) com um tempo de meia-vida (T1/2) de 30 minutos, com intensidade hábil de 

utilização até a sua segunda T1/2 (totalizado 60 minutos). A intensidade irradiada por uma 

hora atinge intensidade média de 100 µW/cm². 

 

 

3.3.3 Preparo dos materiais microbiológicos   

 

 

 O microrganismo S. aureus (ATCC (American Type Culture Collection) 25923, 

Seattle, EUA) foi individualmente inoculado em meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB) e 

incubado em estufa bacteriológica para sua reativação. A cultura deste MO foi inicialmente 

descongelada e, a seguir, uma alíquota de 10 µl foi retirada do microtubo e inoculada em 5 ml 

de TSB contido em um tubo de ensaio, o qual foi incubado a 37°C durante 16 horas. 

 Após a incubação, o tubo de ensaio foi colocado em agitador de tubos e agitado 

vigorosamente por 30 segundos, para verificar o crescimento microbiano por meio da 

turvação do meio de cultura. Em seguida, o tubo foi centrifugado a 2000 rpm, durante 10 

minutos, o sobrenadante foi descartado e as células sedimentadas foram ressuspensas em 5 ml 

de água destilada estéril. O tubo foi agitado novamente por 30 segundos e os mesmos passos 

de centrifugação foram repetidos.  

As células foram, então, ressuspensas em solução salina estéril até que a concentração 

celular no interior do tubo de ensaio fosse equivalente a 10
6
 células/ml averigado através de 

um espectrofotometro (BioPhotometer, Leight Lichtstrahlone, Alemanha). A análise foi feita 

no comprimento de onda em 600 nm.  

 O meio de cultura Manitol Salt Agar (Acumedia manufactures, Inc. Lasing, Michigan-

USA) foi utilizado nas semeaduras das placas de Petri. Esse meio de cultura apresenta-se 

sólido após o preparo e possui propriedades específicas para a cultura de S. aureus, por 

exemplo, mantendo a cor (avermelhada) do meio quando não há presença de colônias do MO 
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e quando ocorre a presença desta bactéria, o meio torna-se amarelado. 

 Para o preparo do meio de cultura, foi utilizada a proporção de 115 g do meio para 1 

litro de água destilada e em seguida, a mistura foi colocada em um béquer e misturada. A 

seguir, o béquer foi levado ao “banho-maria” até que ocorresse a dissolução completa do pó. 

Uma alíquota de 20 ml da solução resultante foi pipetada e dispensada em tubos de ensaio, 

ainda na fase líquida. 

 A seguir, os tubos de ensaio foram devidamente identificados, datados, tampados com 

algodão e levados em autoclave vertical (AV Plus, Phoenix
®
, São Paulo, Brasil) para 

esterilização a 121
o
C por 15 minutos. Após a esterilização, os meios de cultura, ainda na fase 

líquida, foram vertidos em placas de Petri estéreis e descartáveis.  Após a solidificação dos 

meios de cultura, as placas de Petri foram armazenadas em geladeira a 5
o
C para serem 

utilizadas nos procedimentos de semeadura dos microrganismos após o termino do 

procedimento in vitro.  

 

 

3.3.4 Procedimento in vitro 

 

 

A susceptibilidade do Staphylococcus aureus à TFD associado com QL foi avaliada 

em quatro concentrações do agente Photogem
®

 (6; 25; 50 e 75 μg/ml) e em três diferentes 

tempos de aplicação: 60, 120 e 240 minutos. Os grupos analisados na etapa III foram 

estabelecidos com o intuito de pesquisar todos os fatores envolvidos, ou seja, presença do FS, 

da fonte de luz e a ausência de um e/ou de ambos os fatores. Estes grupos foram divididos da 

seguinte maneira, como é apresentado na tabela 1. 
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 Tabela 1 - Grupos analisados na etapa III.   

Grupos Fatores envolvidos Descrição 

I 

II 

III 

IV 

FS- ; QL- 

FS- ; QL+ 

FS+ ; QL- 

FS+ ; QL+ 

sem fotossensibilizador, sem luz 

aplicação apenas da luz 

aplicação apenas do fotossensibilizador 

aplicação da terapia fotodinâmica 

 

Todos os grupos obedeceram ao mesmo protocolo in vitro, ou seja, para cada placa de 

96 orifícios foram utilizados 15 orifícios (distribuídos em uma matriz 5x3) devido aos grupos 

avaliados e a triplicata realizada. Alíquotas de 100 μl de S. aureus suspensos foram 

transferidas para cada um dos 15 orifícios. 

Nos estudos dos grupos I e II, foram depositados 100 μl de solução salina estéril nos 

mesmos 15 orifícios que já havia MO. Nos estudos dos grupos III e IV foram adicionados 100 

μl do fotossensibilizador (em suas devidas concentrações como já descrito anteriormente) nos 

mesmos 15 orifícios em que já havia sido alocada a bactéria avaliada. 

Para todos os grupos analisados, foram utilizados o tempo de incubação do MO em 

contato com o FS (ou solução salina, para os grupos I e II) igual a dois minutos (tempo de 

pré-irradiação) e após isso, inicio-se a contagem dos tempos do experimento (60; 120 e 240 

minutos). 

Na avaliação dos grupos em que não havia a presença da fonte de luz à base da QL 

(grupos I e III), posicionou-se a placa de 96 orifícios em local seguro de qualquer iluminação 

até o término dos tempos pré-estabelecidos. 

No entanto, para os grupos II e IV, a fonte de luz à base de QL foi posicionada abaixo 

de cada placa de 96 orifícios (exatamente abaixo dos 15 orifícios utilizados). A reação 

química foi acondicionada em uma placa Petri estéril (com dimensões iguais a 5,0 cm de 

diâmetro e 1,5 cm de altura), totalizando o volume de 30 ml de reação de QL. Os subgrupos 

foram iluminados por 60, 120 e 240 minutos, fornecendo doses de 0,2; 0,4 e 0,8 J/cm², 

respectivamente. A figura 2 apresenta o designer da iluminação das amostras. 
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Figura 2 - Fotos da iluminação nas amostras durante o experimento 

 

Em todas as condições avaliadas (Grupos I, II, III e IV) foram realizadas diluições 

seriadas a partir das amostras contidas nos orifícios das placas. Para isso, uma alíquota de 100 

µl foi removida de um dos 15 orifícios utilizados e transferida para um tubo de ensaio 

contendo 900 µl de solução salina estéril (todos os outros 14 orifícios seguem o mesmo 

procedimento). O tubo de ensaio contendo 900 µl de solução salina e 100 µl da amostra foi 

agitado vigorosamente (em agitador de tubos) e uma nova alíquota de 100 µl foi removida do 

mesmo e colocada em outro tubo de ensaio contendo 900 µl de solução salina. Esse 

procedimento foi realizado três vezes para cada amostra e, desta forma, as diluições seriadas 

foram obtidas na razão de 10
-1 

a 10
-3

 células/ml. 

As três diluições seriadas (10
-1

, 10
-2 

e 10
-3

) foram utilizadas para a realização da 

semeadura nas placas de Petri contendo o meio de cultura Manitol Salt Agar. Para este 

procedimento, os tubos de ensaio contendo as diluições seriadas foram individualmente 

agitados e a seguir, alíquotas de 25 µl de cada diluição seriada foram pipetadas em triplicata. 

Cada alíquota foi transferida para um dos quadrantes de três diferentes placas de Petri 

contendo o meio de cultura. 

Adicionalmente, alíquotas de 25 µl foram removidas diretamente dos 15 orifícios e 

transferidas diretamente para o quadrante adequado da placa de Petri, sem a realização de 

diluição. Assim sendo, as concentrações de MO semeadas foram: 10
6 

(alíquota removida 

diretamente do orifício sem sofrer diluições), 10
5
, 10

4
 e 10

3
 células/ml. Uma alça de Drigalsky 

estéril foi utilizada para espalhar a solução sobre o meio de cultura em cada quadrante da 

placa. Os procedimentos de semeadura foram realizados em triplicatas. 
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 Cada grupo (I, II, III e IV) foi subdividido com o intuito de facilitar a apresentação 

posterior dos dados. Desta maneira, o grupo sem fotossensibilizador e sem QL foi avaliado 

nas condições descritas na tabela 2. 

 

 Tabela 2 - Subgrupos analisados no grupo I 

Grupo I 

1.1 60 min 

1.2 120 min 

1.3 240 min 

 

Assim como a tabela acima descreve, o MO foi posicionado adequadamente sem a 

presença de qualquer concentração de FS e protegido da luz durante os três diferentes tempos. 

O estudo do grupo I (grupo controle negativo) foi estabelecido com o objetivo de verificar a 

sobrevivência do MO nos tempos avaliados, perante dois principais fatores: i) falta de 

nutrientes do meio TSB; ii) e devido a temperatura ambiente durante o experimento. Assim, 

esse grupo gerou a validação de todos os outros grupos (grupo II, III e IV). 

O grupo em que foi aplicada apenas a iluminação oriunda da reação de 

quimiluminescência foi avaliado nas condições descritas na tabela 3. 

 

 Tabela 3 - Subgrupos analisados no grupo II 

Grupo II 

2.1 60 min 

2.2 120 min 

2.3 240 min 

 

O estudo do grupo II foi realizado com o intuito de averiguar o fator único do efeito da 

quimiluminescência (como fonte de luz externa) sobre o crescimento do S. aureus. 

O estudo da presença única do Photogem
® 

aplicado sobre o MO foi examinado de 

acordo com a tabela a seguir 
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Tabela 4 - Subgrupos analisados no grupo III 

Grupo III 

3.1 

6 μg/ml 

60 min 
25 μg/ml 

50 μg/ml 

75 μg/ml 

   

3.2 

6 μg/ml 

120 min 
25 μg/ml 

50 μg/ml 

75 μg/ml 

   

3.3 

6 μg/ml 

240 min 
25 μg/ml 

50 μg/ml 

75 μg/ml 

 

De acordo com a tabela acima, o MO e o fotossensibilizador foram posicionados 

(descrito anteriormente) juntos na placa de 96 orifícios. A intenção de realizar esse grupo foi 

estabelecer a relação da citotoxicidade (no escuro) do MO devido ao FS, em suas diferentes 

concentrações. Durante os três tempos avaliados, as amostras testadas foram protegidas de 

qualquer iluminação externa.  

Enfim, o grupo IV, presença do FS e da QL, foi avaliado com as seguintes relações: 

 

 Tabela 5 - Subgrupos analisados no grupo IV 

Grupo IV 

4.1 

6 μg/ml 

60 min 
25 μg/ml 

50 μg/ml 

75 μg/ml 

   

4.2 

6 μg/ml 

120 min 
25 μg/ml 

50 μg/ml 

75 μg/ml 

   

4.3 

6 μg/ml 

240 min 
25 μg/ml 

50 μg/ml 

75 μg/ml 

 

De acordo com a tabela acima, o grupo IV avaliou a viabilidade da terapia fotodinâmica 

com o Photogem
®
 e a iluminação à base de quimiluminescência. A verificação da efetividade 
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do controle microbiano foi o objetivo deste grupo através das relações entre as quatro 

concentrações do FS e os três tempos de iluminação, consolidando o grupo IV com o grupo 

da terapia fotodinâmica. 

 

 

3.4.5 Análise dos resultados 

 

 

Após o procedimento de semeadura, as placas Petri foram acondicionadas em estufa 

(37
 o

C) por 48 horas. Em seguida, foi realizada a contagem do número de unidades formadora 

de colônias (UFC) que representam uma quantificação dos MOs sobreviventes em cada 

subgrupo testado.   
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES   

 

 

4.1 Etapa I 

 

 

A revisão da literatura sobre reações de quimiluminescência demonstrou que existem 

muitas variações em suas características e propriedades, como por exemplo, uma reação gera 

uma intensidade de luz emitida alta, porém esse efeito ocorre durante poucos segundos e um 

único reagente diferente pode gerar uma longa emissão, porém uma baixa intensidade de luz. 

As referências encontradas na literatura sobre as características e parâmetros da reação 

química de QL são realizados por laboratórios de química orgânica, no qual o foco é a reação 

química, seus reagentes/produtos e não a quantificação da intensidade emitida e muito menos 

o tempo de meia-vida. Portanto, os dados apresentados da etapa I são qualitativos. Segundo 

Albertini et al (1998), as reações de quimiluminescência do tipo de peróxi-oxalato são 

descritas abaixo na tabela 6. 

 

 Tabela 6 - Análise de diferentes ativadores e suas características  

Ativador Cor da emissão Intensidade Duração 

9,10-difenilantraceno (DPA) Azul Alta Média 

1,3-difenilisobenzofurano 

(DFB) 

Verde Alta Curta 

9,10-bis(feniletinil)antraceno 

(BPEA) 

Verde Alta Longa 

Rubreno Amarela Muito alta Curta 

Clorofila Vermelha Alta Curta 

*Tabela editada. Albertini (1998). 

 

Avaliou-se que a reação de peróxi-oxalato é aquela que apresenta um dos maiores 

tempo e intensidade de emissão e agrega as melhores características aplicadas ao objetivo 
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deste trabalho. Portanto, o tipo de reação de QL estabelecida para uso experimental foi a 

reação do tipo peróxi-oxalato.  

A terapia fotodinâmica apresenta bons resultados associada ao controle microbiano, 

como já dito anteriormente. O uso do Photogem
® 

para controle do Staphylococcus aureus 

apresenta um efeito fotodinâmico efetivo por meio da utilização de fontes de luz tradicionais, 

como laser e LED e suas intensidade em aplicações tradicionais.  Deste modo, a verificação 

da viabilidade da QL como fonte de luz em TFD foi avaliada através do fotossensibilizador 

Photogem
® 

e MO Staphylococcus aureus. 

 A participação do Laboratório de Quimiluminescência Orgânica (IQ/USP) foi de 

extrema importância na pesquisa. Após o estabelecimento da reação do tipo peróxi-oxalato e 

do ativador BPEA como as melhores opções para o presente estudo, avaliações individuais 

sobre as concentrações dos reagentes envolvidos nesta reação de QL foram necessárias. A 

reação química ideal, para o uso investigado no presente estudo, deve possuir o maior tempo 

de meia-vida, a maior relação espectral entre o espectro de emissão da QL com o espectro de 

absorção do fotossensibilizador e a maior intensidade de luz emitida.   

 Alguns reagentes são imprescindíveis para que a reação química ocorra, como é o caso 

do oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila) (TCPO), peróxido de hidrogênio (H2O2) e imidazol 

(IMI-H). Assim, estes reagentes não foram substituídos, apenas avaliados as concentrações e 

relações de melhor utilidade à pesquisa. 

 Os resultados deste estudo estão presentes no gráfico 1, onde a intensidade total de luz 

emitida é apresentada para cinco combinações distintas de IMI-H e H2O2. 
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Gráfico 1 - Intensidade de luz emitida em função das concentrações do IMI-H e H2O2 
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A partir dos resultados apresentados, é possível determinar para essa reação que a 

melhor combinação, em termos de intensidade é a do IMI-H na concentração de 0,5 mM e o 

H2O2 na concentração de 5,0 mM.  

A intensidade de luz dissociada do fator T1/2 pode não representar qualquer 

estabelecimento entre as concentrações do IMI-H e do H2O2. Assim, foi avaliado o tempo de 

meia-vida para estes dois fatores. O gráfico 2 apresenta os resultados referente ao tempo de 

meia-vida. 
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Gráfico 2 – Tempo de T1/2 dos sistemas com diferentes concentrações de IMI-H e H2O2 

 

A relação entre os gráficos 1 e 2 demonstra que a utilização do IMI-H (0,5 mM) e 

H2O2 (5,0 mM) é a melhor opção para a aplicação do presente estudo. Estabelecidas as 

concentrações do IMI-H e H2O2, foi necessário verificar a relação do ACT com a intensidade 

de luz emitida, pois o ativador na reação de QL altera apenas duas características: intensidade 

(de acordo com a sua concentração) e a banda de emissão. Essa última característica é 

alterada apenas na troca do ACT e não em sua concentração. 

A seguir, são apresentados os dados da concentração do ativador (no caso, utilizou-se 

o ativador DPA) e sua relação com a intensidade de luz emitida. O gráfico 3 relaciona dados 

teóricos com os dados experimentais. 
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Gráfico 3 - Intensidade de luz de acordo com a concentração do ACT. 

 

Os resultados obtidos sobre a concentração do ativador estão em concordância com a 

teoria da reação de quimiluminescência. Portanto, o uso do ACT na concentração saturada em 

solução é de grande interesse à pesquisa.  

A função do reagente TCPO é de fundamental importância, pois o início da reação de 

QL ocorre apenas na presença deste reagente. Porém, a concentração do TCPO não influencia 

as propriedades avaliadas da reação química e assim, não houve necessidade de se realizar 

experimentos que avaliassem a intensidade e o T1/2 de emissão de luz em relação da 

concentração do TCPO. Assim, foram estabelecidas as concentrações dos reagentes IMI-H, 

H2O2 e TCPO que seriam utilizadas nos próximos experimentos. 

 Na determinação de qual reação do tipo peróxi-oxalato deveria ser utilizada para a 

aplicação em TFD foi necessário avaliar diferentes solventes e diferentes ativadores. Os 

solventes interferem nas características da intensidade e T1/2 da luz emitida. Enquanto, o ACT 

(utilizado em sua concentração máxima) altera apenas a região do espectro emitido.  

Desta maneira, foram avaliados os solventes: acetato de etila (EtOAc) e dibutilftalato 

(DBF). E os ativadores avaliados foram: DPA, BPEA, Rodamina e DCM. O gráfico 4 

apresenta as oito possíveis combinações entre os solventes e os ativadores no parâmetro 

intensidade de luz.    



36 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1) EtOAc_DPA

2) EtOAc_BPEA

3) EtOAc_RODA

4) EtOAc_DCM

5) DBF_DPA

6) DBF_BPEA

7) DBF_RODA

8) DBF_DCM

 

 

In
te

n
s
id

a
d

e
 m

á
x
im

a
 d

e
 l
u

z
 (

u
.a

)

 
Gráfico 4 - Intensidade de luz pelos vários ACT em dois solventes diferentes 

 

Os dados representados na figura 4 demonstraram uma substancial diferença entre os 

quatro ACT’s à base de EtOAc e os mesmos ACT’s à base de DBF, sendo as soluções 

manipuladas com o solvente DBF mais relevantes do que as soluções manipuladas com 

EtOAc. 

 A ordem entre as amostras de maior intensidade de luz à base de DBF é a mesma aos 

ativadores à base de EtOAc. Os corantes Rodamina e DCM apresentam, respectivamente, as 

menores intensidades de luz emitida. Enquanto que os corantes DPA e BPEA são os corantes 

de maior eficiência considerando o parâmetro da intensidade de luz. 

De acordo com o gráfico 4, a reação química à base de DBF+DPA indica ser uma 

potencial alternativa no uso da reação de QL aplicada em terapia fotodinâmica, no entanto, 

essa conclusão se torna verídica após outras duas análises: decaimento da intensidade emitida 

e a banda de emissão, apresentadas no gráfico 5 e tabela 7.            
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Gráfico 5 - T½ dos ACTs em dois solventes diferentes 

 

No gráfico 5 o comportamento do grupo EtOAc e do grupo DBF apresenta uma 

inversão perante as reações mais viáveis apresentadas na discussão do gráfico 4. Enquanto as 

reações relacionadas com DBF apresentaram as maiores intensidades de luz emitida, as 

reações relacionadas com EtOAc apresentaram os maiores T1/2. 

No intuito de facilitar a análise, escolhe-se uma reação com solvente de EtOAc 

(corante de BPEA) e uma reação com o solvente de DBF (corante DPA). Sobre o parâmetro 

da intensidade de luz emitida, a reação DBF+DPA é cerca de 2,5 vezes mais intensa que a 

reação EtOAc+BPEA. Sobre o parâmetro do T1/2, a reação EtOAc+BPEA é 4 vezes maior 

(T1/2 = 20 minutos) do que a reação DBF+DPA (T1/2 = 5 minutos). Essa análise pode ser 

realizada, pois em ambos os experimentos foi utilizado os mesmos parâmetros no mesmo 

equipamento.  

As reações de QL emitem uma faixa de luz relativamente larga, porém cada qual com 

um valor máximo característico no λ emitido. A tabela a seguir, apresenta esses resultados. 

 

Tabela 7 – Valor máximo de emissão das oito reações de QL avaliadas 

 EtOAc DBF 

Comprimento de onda 

(nm) 

Comprimento de onda 

(nm) 

DPA 430 438 

BPEA 500 508 

RODAMINA 570 575 

DCM 605 610 
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A utilização de diferentes solventes geram um deslocamento na banda de emissão, 

sendo um deslocamento de aproximadamente 7 nm para o vermelho nas reações com o DBF.  

Como já discutido anteriormente neste trabalho, o sucesso da TFD é dependente da 

relação do FS e a fonte de luz aplicada. Um dos fatores principais desta relação é sobre o 

espectro de emissão da fonte de luz e do espectro de absorção do fotossensibilizador. A fonte 

de luz deve possuir uma banda de emissão compatíveis à banda de absorção do FS. Quanto 

maior for essa relação, mais efetiva é a ativação do agente fotossensível.  

Aplicações diferentes de TFD exigem características diferentes, como por exemplo, 

aplicação em câncer de pele é preciso utilizar fontes de luz com λ grande (na ordem de 650 

nm) para ocorrer melhor penetração no tecido biológico. No entanto, estudos in vitro de TFD 

não necessitam que as fontes de luz possuam emissão nesta região, podendo utilizar λ 

menores (na região de 530 nm) por possuir uma maior relação com o FS, já que o fator 

penetração no meio não é considerado. O mesmo raciocino de utilizar fonte de luz com λ 

menores nas aplicações superficiais in vivo é aceitável, como é o caso do controle microbiano 

de lesões infectadas. 

Outro parâmetro relevante é a luz emitida na reação de quimiluminescência que  

diminui no transcorrer do tempo (decaimento da luz emitida no tempo) e na possibilidade de 

ser aplicada em TFD é possível que seja necessário a reativação (ou a troca) da reação de QL. 

Devido a esse parâmetro, a reação química que possuir o maior T1/2 agrega maior vantagem 

sobre as outras reações.  

Com o intuito de estabelecer a melhor reação química aplicada como fonte de luz em 

TFD, a tabela 8 apresenta um resumo que relaciona todos os resultados apresentados levando 

em consideração três características (tempo de meia-vida; razão entre o valor máximo da 

banda de emissão pelo valor máximo da banda de absorção do FS; e intensidade de luz 

emitida). Foram estabelecidas pontuações a cada um destes três fatores, de acordo com as 

necessidades do fotossensibilizador e da aplicação em TFD, já relatadas anteriormente e em 

seguidas escalonadas de 0 a 10. Entre as oito reações de QL avaliadas, aquela que obteve a 

maior pontuação, é a reação mais relevante ao interesse desta pesquisa.   
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Tabela 8 - Análise ponderada das reações de quimiluminescência avaliadas 

Reação de 

QL 

F
a
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r 
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 d
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Soma dos 

pontos 
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ã
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10 8 6 

EtOAc+DPA 7 3 4 118 

EtOAc+BPEA 10 9 4 196 

EtOAc+ROD 6 10 2 152 

EtOAc+DCM 8 8 3 162 

DBF+DPA 3 3 10 114 

DBF+BPEA 4 10 5 150 

DBF+ROD 3 9 2 114 

DBF+DCM 5 9 4 146 

  
 

A analise da tabela 8 demonstra que a reação EtOAc+BPEA é a mais adequada à 

aplicação deste trabalho. Desta maneira, são apresentadas as características principais desta 

reação específica nos gráficos 6 e 7. 
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Gráfico 6 - Espectro de emissão da amostra EtOAc+BPEA 
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O espectro de emissão da reação selecionada possui o valor máximo de emissão igual 

a 500 nm, tendo uma largura da banda na ordem de 30 nm. 

O perfil de decaimento da intensidade de luz emitida é apresentado no gráfico 7.   
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Gráfico 7 - Decaimento da luminosidade da reação EtOAc+BPEA 

 

O tempo de meia-vida da reação estabelecida é de, aproximadamente, 20 minutos. 

Porém, a intensidade captada até os primeiros 60 minutos (terceiro T1/2) é perceptível e de 

admissível aplicabilidade à técnica de TFD.       

Uma vez estabelecidos os parâmetros necessários para utilizar a reação de QL em sua 

potencialidade máxima aplicada ao objetivo do trabalho, é aceitável que sejam buscadas 

outras maneiras de gerar essa reação química que tenha características similares à 

EtOAc+BPEA. Essa busca de outras reações de QL é devido ao complexo contexto 

(laboratorial e prático) de gerar inúmeras manipulações químicas nas dependências de um 

laboratório que não seja de química orgânica. Assim, a possibilidade de utilizar reações de 

quimiluminescência industrializadas é de grande valor. 

Desta maneira, cinco tipos de reação de QL industrializada foram avaliadas, na figura 

3. Devido ao grande número de dados coletados, a análise dos resultados se concentrou em 

uma amostra específica de acordo com a banda de emissão resultante. A reação 

industrializada mais examinada foi a segunda amostra (da esquerda para a direita) da figura 3.          
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Figura 3 - Quimiluminescência industrializada com diferentes ativadores 

 

 É interessante ressaltar que a finalidade deste trabalho não foi especular se os 

reagentes envolvidos com a reação industrializada são os mesmos da reação laboratorial.  

As características investigadas desta reação de QL industrializada são as mesmas que 

foram avaliadas da reação EtOAc+BPEA. O gráfico 8 apresenta o perfil do espectro de 

emissão.  
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Gráfico 8 - Espectro de emissão da amostra de quimiluminescência industrializada 

 

O espectro de emissão da reação industrializada possui o valor máxmo de emissão em 

510 nm, tendo uma largura de banda na ordem de 50 nm. Esse resultado possui características 

semelhantes àquelas obtidas na reação manipulada em laboratório. Com relação ao parâmetro 

“banda de emissão”, a reação comercial apresenta uma vantagem significativa perante a outra 
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reação, devido a proximidade entre as bandas de absorção do fotossensibilizador (507 nm) e a 

banda de emissão de luz (510 nm). 

 Sobre o parâmetro T1/2, o gráfico 9 apresenta o perfil de decaimento da luz emitida no 

transcorrer do tempo, para o caso da reação industrializada. 
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Gráfico 9 - Decaimento da intensidade luminosidade perante o tempo 

 

A reação comercial possui T1/2 = 30 minutos, possuindo uma similaridade entre as 

duas reações. A intensidade captada até os primeiros 60 minutos (segundo T1/2) é perceptível 

e de admissível aplicabilidade à técnica de TFD. Com relação a necessidade da troca (ou 

reativação) da reação de QL, a reação industrializada apresenta um benefício expressivo 

perante a reação manuseada em laboratório (T1/2 = 20 minutos). 

 Portanto, a reação de quimiluminescência utilizada no estudo in vitro foi a reação 

industrializada, sendo substituída após transcorrer duas T1/2 de iluminação sobre as amostras, 

ou seja, no grupo iluminado durante 60 minutos não ocorre nenhuma troca; no grupo de 120 

minutos de iluminação ocorre uma substituição; no grupo 240 minutos de iluminação ocorre 

três substituições.  
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4.2 Etapa II 

 

 

O fotossensibilizador Photogem
® 

foi diluído em solução e coletou-se o seu espectro de 

absorção, como é possível observar no gráfico 10.   
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Gráfico 10 - Espectro de absorção na região do visível do Photogem

®
 

 

O gráfico 10 apresenta os quatro picos de absorção do FS na região do espectro visível 

(Bandas Q). Os picos localizados a esquerda são os mais intensos e consequentemente são 

mais relevantes na ativação do Photogem
®
. Através de uma análise em que desconsidere a 

intensidade da fonte de luz, uma banda de emissão próxima ao primeiro pico da Banda Q 

(λ=507 nm) seria mais eficiente na ativação do FS. 

De acordo com o objetivo da etapa II, para se realizar um estudo independente da 

intensidade da fonte de luz e também da informação intrínseca da absorção, ou seja, uma 

análise unicamente espectral, cada espectro apresentado foi normalizado pelo seu valor 

máximo obtido.  

O final desta avaliação foi avaliado, segundo o modelo similar à Teoria de Förster, o 

valor adimensional, denominado ηλ, que relaciona o FS com a QL. Porém, se faz necessário 

uma comparação com fatores usualmente conhecidos na prática da TFD. Desta maneira, 

foram coletados os dados de dois tipos de LED: i) banda de emissão próxima ao verde e ii) 
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banda de emissão próxima ao vermelho. Os gráficos 11 e 12 são as representações do LED 

verde e LED vermelho, respectivamente. 
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Gráfico 11 - Espectro de emissão do LED verde 

 

 O espectro de emissão do LED verde possui o valor máximo de emissão em 527 nm, 

tendo uma largura de banda na ordem de 40 nm 
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Gráfico 12 - Espectro de emissão do LED vermelho 

 

 O espectro de emissão do LED vermelho possui o valor máximo de emissão em 

640 nm, tendo uma largura de banda na ordem de 16 nm. 



45 

 

Todos os espectros foram normalizados pelos seus valores máximos (em cada caso) e 

desta maneira obteve-se o gráfico 13. 
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Gráfico 13 - Espectros normalizados pelo valor máximo obtido 

 

Assim, foi possível estabelecer a correlação do FS e da fonte de luz em cada 

comprimento de onda avaliado, ou seja, a relação espectral do espectro de emissão da QL (e 

também pelos LED verde e LED vermelho) e do espectro de absorção do FS, descrevendo o 

grau de correlação entre os espectros. Essa correlação pode ser verificada pela equação 1.  

600

475

600

475

i

i

AiAi

EiAi

             (1) 

 

onde Ei é o espectro de emissão da fonte de luz; Ai é o espectro de absorção do 

fotossensibilizador. Esses símbolos foram adotados em todo o texto. 

   

 O parâmetro ηλ descreve um valor adimensional, ou seja, razão entre as somatórias da 

relação entre o comprimento de onda emitido da QL e a absorção pelo FS. A mesma análise 

foi realizada para o LED verde e LED vermelho. Este valor adimensional foi nomeado, neste 

trabalho, como IAEs (Índice de Aproveitamento Espectral). 
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 Ainda sobre o estudo do índice de aproveitamento, foi verificado o aspecto energético 

na entrega da luz e assim, a equação 1 foi modificada e demonstrada na equação 2. 
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         (2) 

 

 

Desta maneira, o ηe(λ) é um valor adimensional que relaciona a eficiência da 

transferência de energia do espectro de emissão das fontes de luz e a absorção do FS, 

denominada neste estudo como IAEn (Índice de Aproveitamento Energético). 

Em termos gerais, os valores possíveis desta análise variam entre: 0 ≤ η ≤ 1 . Quando 

η = 0 a fonte de luz aplicada não apresenta nenhuma relação com o espectro de absorção do 

FS; enquanto isso, se η = 1 é o caso de maior correlação da fonte de luz e do 

fotossensibilizador, por exemplo, no caso de espectros sobrepostos. Portanto, o índice ηλ 

revela o quanto uma fonte de luz é relevante na ativação do agente fotossensível diante do 

comprimento de onda e ηe(λ) revela o quanto uma fonte de luz é relevante na ativação do 

agente fotossensível perante o fator energético . A tabela 9 apresenta os valores obtidos nessa 

análise. 
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Tabela 9 - Valores dos índices de ηλ e ηe(λ).  

 FS*QL FS*LEDverde FS*LEDvermelho 

ηλ 0,487 0,489 0,082 

ηe(λ) 0,506 0,491 0,069 

 

De acordo com a tabela 9 foi possível verificar que a melhor fonte de luz 

hipoteticamente utilizada seria aquela que possuísse o espectro de emissão idêntico ao 

espectro de absorção do FS, para ηλ = ηe(λ) = 1.  

Os espectros de emissão do LED verde e da QL são muito semelhantes e por meio do 

IAEs a quantificação desta correlação demonstra que QL + Photogem
® 

é 0,58% menos 

eficiente que o LED verde + Photogem
®
. No entanto, a correlação espectral da QL é 83% 

mais efetiva do que LED vermelho.   

Perante a análise do IAEn ocorre uma inversão entre a QL e LED verde. Como o 

valor máximo de emissão da QL é λ = 510 nm enquanto para o LED verde é  λ = 527 nm, há 

uma transferência energética mais efetiva à fonte de QL, e através do estudo matemático, a 

quimiluminescência é 2,95% mais relevante na ativação do FS do que o LED verde. A 

comparação do LED vermelho com a QL é uma afinidade de 86,24% maior da fonte de luz 

portátil do que à LED.   

Em concordância aos dados apresentados, é possível verificar que perante uma análise 

espectral e energética, a quimiluminescência possui uma grande correlação com o 

fotossensibilizador em questão, quando comparado com o LED vermelho. Contudo, a 

quimiluminescência e o LED verde possui aplicabilidade à TFD muito similar entre si, sendo 

a QL menos de 0,6% eficiente sobre o parâmetro de comprimento de onda e mais relevante 

em, aproximadamente, 3% sobre o parâmetro energético. Portanto, é possível estabelecer que 

a quimiluminescência é uma potencial fonte de luz aplicada a técnica de terapia fotodinâmica 

(por meio do Photogem
®

) in vitro. 
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4.3 Etapa III 

 

 

A etapa III é responsável pelo encerramento da pesquisa e também a validação do 

objetivo geral do trabalho, pois uma vez estabelecido o fotossensibilizador, a fonte de luz, a 

correlação espectral desses dois fatores e o MO, era necessário um desenho experimental que 

vinculasse tais parâmetros aos testes para verificação da eficiência fotodinâmica na 

sobrevivência do S. aureus. 

O Grupo I (FS-QL-) teve como objetivo específico verificar se o MO iria sobreviver 

aos longos tempos propostos de experimentos, principalmente no subgrupo 1.3. A 

temperatura ideal de sobrevivência do S. aureus é de aproximadamente 37 ºC e os 

experimentos ocorreram em temperatura ambiente. Outra preocupação relevante nesta etapa 

era a possibilidade de redução bacteriana devido à falta de nutrientes durante o experimento. 

Os resultados do grupo I são apresentados no gráfico 14 através de unidades formadoras de 

colônia (UFC), onde “100% UFC” significa zero de redução bacteriana e “0% UFC” significa 

uma total redução do MO.          
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Gráfico 14 - UFC dos grupos 1.1, 1.2 e 1.3 

 

A análise dos dados demonstra que a sobrevivência dos microrganismos ocorreu ainda 

que o experimento fora realizado em temperatura ambiente e o tempo total não ocassionou a 

morte dos MOs. Outra conclusão dos resultados do gráfico 14 é que o meio de cultura TSB é 
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funcional na distribuição de nutrientes durante todo o procedimento. Estes resultados 

certificam o procedimento adotado.  

A finalidade de realizar estudos com a presença única da fonte de luz sobre o MO 

(grupo II) foi avaliar se há interferência da QL, ou seja, se ocorreria a aceleração da 

reprodução da bactéria ou acarretaria em redução microbiana. O gráfico 15 representa os 

dados deste grupo. 
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Gráfico 15 - UFC dos grupos 2.1, 2.2, e 2.3 

 

Os dados do grupo II demonstram que a ação única da luz aplicada da QL não gera 

redução microbiana e não apresenta aumento significativo no número de UFC das amostras 

avaliadas. Portanto, apenas a aplicação da fonte de luz, nas condições avaliadas, não interferiu 

nas amostras de S. aureus. 

Da mesma maneira que foi analisada a aplicação única da luz sobre as amostras, no 

grupo III foi avaliada a redução bacteriana na presença do FS (0, 6, 25, 50 and 75 µg/ml) nas 

amostras do MO na ausência de luz, ou seja, foi avaliada a citotoxicidade do Photogem
®
 no 

escuro. Os dados deste grupo se encontram no gráfico 16.  
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Gráfico 16 - UFC para o grupo III nos tempos avaliados 

 

As colunas em azul estão relacionadas com o subgrupo 3.1, vermelha e verde, 

relacionadas com os subgrupos 3.2 e 3.3, respectivamente. Os resultados obtidos no grupo III 

evidenciam que os efeitos da toxicidade no escuro está relacionada com a concentração do FS 

e aos tempos avaliados, atingindo valores máximos de 20% de redução, ou seja, redução 

menor que uma ordem logarítmica. A redução de UFC do S. aureus ocorre em concentrações 

maiores do que 25 µg/ml, pois até esta concentração de Photogem
®
 não ocorreu redução 

microbiana nos três tempos avaliados. 

Porém, na concentração de 50 µg/ml os resultados demonstram uma pequena redução 

microbiana. Nos experimentos de 60 e 120 minutos, a variabilidade dos resultados demonstra 

a redução do MO menor que 2%, sendo um efeito considerado como não significativo. No 

entanto, a redução bacteriana, observada nos experimentos de 240 minutos, foi próxima a 

15%.       

Os resultados avaliados na concentração de 75 µg/ml demonstram uma redução maior 

a partir de 120 minutos de contato do MO com o FS. O maior decréscimo foi observado no 

tempo de 240 minutos, com valores próximos a 22% na quantidade de UFC contadas no final 

do experimento.  

Estabelecido que a bactéria sobrevive ao experimento nas condições propostas (grupo 

I); que a bactéria não é influenciada pela fonte de luz (grupo II) e que a bactéria se comporta, 
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dentro das variações aceitáveis, resistente às concentrações utilizadas de fotossensibilizador 

(grupo III). Assim, a resposta fotodinâmica (grupo IV) foi avaliada.   

O grupo IV avaliou a redução bacteriana em três subgrupos, 4.1, 4.2 e 4.3, nas doses de 

luz igual a 0,2, 0,4 e 0,6 J/cm², respectivamente. Em cada subgrupo, utilizaram-se as quatro 

concentrações estabelecidas, além da avaliação na concentração igual a 0 µg/ml. Os 

resultados são apresentados no gráfico 17.  
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Gráfico 17 - UFC para o grupo IV 

 

Os resultados do grupo IV demonstraram valores relevantes de redução bacteriana. A 

associação de 6 µg/ml e 60 minutos de terapia promoveu uma pequena diminuição de MO 

sobreviventes, cerca de 3% em comparação ao grupo controle. Ainda na concentração de 6 

µg/ml houve uma redução microbiana de aproximadamente 16% em 120 minutos de 

iluminação e redução próxima a 57% (redução logarítmica = 0,4) para iluminação de 240 

minutos. 

Na dose de 0,2 J/cm² na concentração de 25 µg/ml obteve-se uma redução do MO 

maior quando comparada a dose de 0,8 J/cm² vinculado com a concentração de 6 µg/ml. 

Como era esperada, a maior redução bacteriana na concentração de 25 µg/ml foi na dose de 

0,8 J/cm², igual a 91% (redução de uma ordem lagarítmica) e este comportamento foi 

observado em todos os outros subgrupos, ou seja, o fator de redução microbiana é dose-

dependente.    
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A partir da concentração de 50 µg/ml até 75 µg/ml todas as reduções microbianas 

foram superiores a 75% (redução logarítmica = 0,6). As taxas de redução foram próximas na 

dose de 0,8 J/cm² para as concentrações de 50 e 75 µg/ml, 96% e 98%, respectivamente, ou 

seja, redução próxima de duas ordens logarítmicas. Essa tendência é observada em todo o 

grupo IV como pode ser verificado na tabela 10. 

 

Tabela 10 - A diferença de UFC para os diferentes subgrupos avaliados 

Concentração 

do FS 

Tempos de 

iluminação e 

a redução 

Diferença 

percentual  

entre 1 e 2 

horas 

Diferença 

percentual 

entre 1 e 4 

horas 

Diferença 

percentual  

entre 2 e 4 

horas 

6 µg/ml 

1 hora (3%);      

2 horas (16%);         

4 horas (57%) 

13 54 41 

25 µg/ml 

1 hora (65%);   

2 horas (83%);          

4 horas (91%) 

18 26 8 

50 µg/ml 

1 hora (77%);   

2 horas (88%);         

4 horas (96%) 

11 19 8 

75 µg/ml 

1 hora (85%);   

2 horas (93%);         

4 horas (98%) 

8 13 5 

 

Esses resultados demonstram que a redução microbiana não é linearmente 

proporcional ao aumento da concentração do agente fotossensível. Os dados também 

superiores a 60 minutos, para as concentrações acima de 25 µg/ml não apresentaram grande 

aumento na redução microbiana. Porém, essa análise pode ser feita apenas para as 
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concentrações de FS testadas, uma vez que apenas a presença de altas concentrações de FS 

podem ser citotóxica mesmo sem aplicação de fonte de luz.  

Ainda sobre o gráfico 16, é possível determinar protocolos de aplicação de TFD com 

fonte de luz à base de QL relacionando as variáveis: FS e tempo de iluminação. Isso é 

possível devido aos resultados similares obtidos em diferentes situações, como é possível 

observar na redução bacteriana com 75 µg/ml (em 60 minutos) e na situação de 25 µg/ml de 

fotossensibilizador aplicado por 120 minutos. A mesma relação pode ser feita no efeito obtido 

com 75 µg/ml na amostra iluminada por 120 minutos causando uma redução análoga ao grupo 

com 25 µg/ml irradiado por 240 minutos.    

Essa análise permite estabelecer que a terapia fotodinâmica vinculada com a fonte de 

luz à base de QL no controle microbiano além de ser dose-dependente é, também, 

concentração-dependente. O procedimento aplicado no controle microbiano pode ser 

estabelecido de diferentes maneiras: i) baixas concentrações de FS e tempos prolongados de 

iluminação ou ii) altas concentrações de FS e tempos curtos de irradiação. De acordo com os 

resultados obtidos, é possível que a combinação dos fatores avaliados (FS e fonte de luz) 

tende a equalizar o efeito fotodinâmico nas condições investigadas.   

Apreciação dos resultados vinculando os quatro grupos avaliados permite estabelecer 

relações pertinentes ao trabalho. O gráfico 18 apresenta todos os resultados obtidos em 60 

minutos de experimento (grupo I; II; III e IV). 
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Gráfico 18 - Resultados dos grupos I, II, III e IV em 60 minutos avaliados 

 

Em 60 minutos de experimento, a redução de colônias de S. aureus foi observada 

apenas a partir da concentração de 25 µg/ml no grupo IV e mesmo assim, houve resultados 

maiores que 80% de redução (redução logarítmica = 0,8) com 75 µg/ml.  

A redução bacteriana entre os grupos I, II, III e 6 µg/ml do grupo IV não possui 

diferença significativa. Referente ao grupo IV, entre 25 µg/ml e 50 µg/ml há uma diferença de 

7%; e entre 50 µg/ml e 75 µg/ml há uma diferença de 2,5%, na redução de UFC observada. 
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Gráfico 19 - Resultados dos grupos I, II, III e IV em 120 minutos avaliados 

 

O gráfico 19 representa os resultados de 120 minutos de experimento e assim 

observou-se que a redução de UFC no grupo III na concentração 75 µg/ml é similar aos 

valores de 6 µg/ml no grupo IV, próximo de 15%.  No Grupo IV, enquanto que 6 µg/ml 

resultou em apenas 15% de redução, uma concentração 3 vezes maior (25 µg/ml) resultou em 

mais de 80% na redução bacteriana. 

A redução bacteriana entre os grupos I, II, e até 50 µg/ml do grupo III não possui 

diferença significativa. Referente ao grupo III, entre 50 µg/ml e 75 µg/ml há uma diferença de 

25%. Referente ao grupo IV a maior diferença significativa observada é de 3,8 % entre 25 

µg/ml e 75 µg/ml, excluindo-se o subgrupo de 6 µg/ml. 

Os resultados dos quatro grupos avaliados em 240 minutos de experimento são 

apresentados no gráfico 20. 
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Gráfico 20 - Resultados dos grupos I, II, III e IV em 240 minutos avaliados 

 

Após 4 horas de experimento, houve uma redução superior a 20% apenas na presença 

do FS (75 µg/ml). Porém, na menor concentração do agente fotossensível do grupo IV atingiu 

uma redução de UFC próxima a 60%. Todas as outras concentrações pesquisadas 

apresentaram controle microbiano superior a 90%, ou seja, redução maior que uma ordem 

logarítmica.  

O gráfico 20 possibilita verificar que até concentrações de 25 µg/ml sem a presença de 

luz, não há decréscimo nas colônias de MO viáveis após 240 minutos de contato com o 

fotossensibilizador.    

A concentração de 6 µg/ml, no grupo TFD, se torna relevante apenas a partir de 240 

minutos de iluminação. No entanto, isso não é observado na concentração de 25 µg/ml que 

desde 60 minutos de aplicação já alcançava valores de decréscimo de UFC superiores a 60%.  

A redução bacteriana entre os grupos I, II, e até 25 µg/ml do grupo III não possui 

diferença significativa. Referente ao grupo III existe diferença entre 25 µg/ml e 50 µg/ml, 

como é possível observar no gráfico 20. Porém, ainda no grupo III, entre 50 µg/ml e 75 µg/ml 

não há diferença significativa. Referente ao grupo IV a maior diferença significativa 

observada é de 3 % entre 25 µg/ml e 75 µg/ml, excluindo-se o subgrupo 6 µg/ml. 
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Para o MO investigado neste estudo, os índices de redução microbiana obtidos são 

similares aos resultados apresentados pelos trabalhos que realizaram TFD convencional, ou 

seja, alta intensidade aplicada e pouco tempo de iluminação de acordo com a literatura (2, 5, 

32). A união dos últimos três gráficos é apresentada no gráfico 21 (em log UFC/ml). 
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Gráfico 21 - Resultados dos grupos I, II, III e IV nos três tempos avaliados 

 

O gráfico 21 mostra que os resultados realizados em 60 minutos não geraram redução 

logarítmica de uma ordem. No entanto, os dois outros tempos avaliados geraram mais de uma 

ordem logarítmica de redução microbiana, tornando-se factível estabelecer a 

quimiluminescência como uma fonte de luz viável na aplicação de TFD in vitro.  
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5 FUTURAS DIREÇÕES  

 

 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, é possível elencar algumas possíveis 

aplicações em duas grandes áreas: i) reações de quimiluminescência laboratorial; ii) 

dispositivos e formas de aplicações da QL em terapia fotodinâmica para redução microbiana. 

De acordo com as reações avaliadas na etapa I deste trabalho, é razoável estabelecer 

que a partir dos variados reagentes utilizados obteve os melhores resultados possíveis. 

Porém, em futuros trabalhos, pode-se pensar na possibilidade do estabelecimento de 

outras reações de QL para outros FS, além de outros produtos químicos na tentativa de atingir 

melhores resultados referentes ao tempo de meia-vida, intensidade e espectro de emissão da 

fonte de luz.  

Dentre os novos reagentes avaliados, o mais relevante seria o ativador, pois uma das 

principais características que ele agrega é o perfil do espectro emitido. Diferentes ativadores, 

não testados neste estudo, podem resultar em bandas de emissão relevantes para a aplicação 

da QL em terapia fotodinâmica.  

O trabalho possível de ser realizado, e de grande valor à TFD, é realizar misturas de 

dois, ou mais, ativadores na reação com o intuito de correlacionar o espectro de emissão da 

fonte de luz com o espectro de absorção do fotossensibilizador utilizado. Estes espectros de 

emissão obtidos, podem ser avaliados por meio da técnica utilizada neste trabalho, os modelos 

de IAEs e IAEn.   

Vale ressaltar que a utilização de outros ativadores, provavelmente, exija outros 

solventes e, obviamente, diferentes pontos-ótimos das concentrações de todos os agentes 

envolvidos da reação química. 

Muitas pesquisas, no âmbito da química orgânica, podem ser realizadas ao mesmo 

tempo das futuras direções que a QL aplicada em várias vertentes da terapia fotodinâmica, in 

vitro como in vivo. Ainda no estudo do controle microbiano com a bactéria S. aureus, é 

plausível avaliar a viabilidade de aplicação de uma única reação de quimiluminescência (sem 

ocorrer troca e/ou reativações). 

É aceitável que o início das pesquisas e aplicações in vivo seja a realização de estudos 

em modelo animal de tecidos infectados com a finalidade de avaliar o efeito fotodinâmico nos 

tecidos fotossensibilizados, infecções/queimaduras infectadas e a influência da fonte de luz 

(de baixa intensidade e tempo prolongado de aplicação) na cicatrização. 
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A quimiluminescência como fonte de luz em terapia fotodinâmica agrega valor à 

técnica em muitas vertentes. Primeiramente, independência da energia elétrica e mobilidade 

ao paciente que não necessita, obrigatoriamente, permanecer em hospitais/clínicas durante a 

aplicação e em segundo lugar (e não menos importante) a possibilidade de dispositivos 

anatômicos e altamente customizados a cada aplicação/paciente devido a característica 

intrínseca da QL, ou seja, o estado líquido dos reagentes envolvidos da reação química.            
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6 CONCLUSÕES  

 

 

Os resultados obtidos demonstram a possibilidade do uso da quimiluminescência 

como uma fonte de luz externa ao processo fotodinâmico em controle microbiano in vitro.  

Nesse estudo, foi possível verificar que, dentre os reagentes químicos avaliados, a 

quimiluminescência de maior viabilidade em laboratório possui uma reação, de características 

similares, disponível comercialmente. Essa reação de QL foi avaliada empregando um modelo 

matemático, similar à teoria de Förster, que investigou a relação do espectro de emissão da 

fonte de luz com o espectro de absorção do fotossensibilizador sobre os parâmetros 

energéticos e comprimento de onda e atingiu resultados que demonstravam alta possibilidade 

de sucesso na aplicação in vitro. Ainda sobre o modelo matemático, os resultados obtidos da 

QL foram relacionados com fonte de luz baseada à LED (banda com valor máximo de 

emissão em λ = 527 nm e outro com λ = 640 nm) e demonstrou semelhanças entre a QL e 

LEDverde e vantagens significativas entre a QL e LEDvermelho. No estudo in vitro, observou-se 

que a quimiluminescência aplicada em amostras de Staphylococcus aureus fotossensibilizadas 

por Photogem
®
 demonstrou redução microbiana em níveis aceitáveis a partir de 25 µg/ml de 

FS em 60 minutos de iluminação e 6 µg/ml de FS e 120 minutos de irradiação. Atingiram-se 

valores superiores a 98% de redução bacteriana nas amostras com 75 µg/ml e 240 minutos de 

terapia, ou seja, atingiram-se valores próximos de duas ordens de redução logarítmica. Os 

dados e as análises apresentadas demonstram que a irradiação por meio da fonte de luz 

baseada em quimiluminescência promove redução microbiana similar aos resultados 

verificados na literatura que utilizam lasers, LED ou lâmpadas consagrando-se a 

quimiluminescência como uma viável fonte de luz aplicada em terapia fotodinâmica.    
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