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Resumo

As caracteristicas espectroscopicas dos xantenos 0s tornam espécies com um
grande potencial para serem utilizados como fotossensibilizadores (FS) na Terapia
Fotodinamica (TFD) e na Inativacdo Fotodinamica de Microorganismos (PDIMO). O
presente trabalho buscou analisar as caracteristicas espectroscépicas apresentadas
pelos derivados de Rosa de Bengala (RBB) e Eosina Y (EOS) em diferentes meios,
utilizando-se absorcdo molecular no UV-Vis e fluorescéncia molecular. Também
foram realizadas avaliacbes do pKa dos derivados ésteres, em meio aquoso e
micelar, além de avaliar os efeitos causados pelos substituintes na propriedade dos
compostos. Ao mudar o0s solventes observaram-se alteracbes na ordem de
grandeza, enquanto testes de pKa nao apresentaram protecdo do surfactante. Os
valores de Kp demonstraram hidrofobicidade apenas para a EOS Y, enquanto os
demais anfifilicos. A partir dos dados obtidos podemos afirmar que o carater anfifilico
dos compostos podem contribuir para um potencial uso como medicamentos em
TFD.

Introducéo

A Terapia Fotodindmica (TFD) € uma modalidade de tratamento que se
baseia na administracdo tOpica ou sistémica de um composto fotossensibilizador
(FS), ndo téxico, seguida da irradiacdo em baixas doses com luz visivel de
comprimento de onda adequado. O FS ativo, na presenca de oxigénio encontrado
nas células reage com moléculas por transferéncia de elétrons ou hidrogénio ou
energia, levando a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) que
provocam a morte celular.! A crescente resisténcia de bactérias patogénicas a
antibioticos levou ao desenvolvimento de novas alternativas que possam substitui-
los. Uma das alternativas investigadas atualmente é a inativagao fotodinamica (IFD).
Vérias associacdes entre fotossensibilizadores (FS) e fontes de luz sdo utilizadas
para inativar diferentes micro-organismos, comprovando a eficiéncia dessa terapia.?

O alto custo da Terapia Fotodindmica em aplicagdes clinicas € um dos fatores
que diminuem as perspectivas do uso da TFD devendo n&do apenas ao custo dos
equipamentos nos procedimentos de irradiacdo, mas também dos FS empregados?.
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Materiais e Métodos

Foram investigadas as propriedades espectroscépicas da Rosa de Bengala
comercial (RBB), Eosina Y comercial (EOS), Rosa de Bengala Hexil Ester
(HexRBB), Rosa de Bengala 2 Metil Ester (2MeRBB), Eosina Hexil Ester (HexEOS),
sendo trabalhadas faixas de concentracdo de 1,20x10° mol.L* a 2,25x10® mol.L?
em espectrofotometro Cary 100 da Varian. Todos os experimentos foram conduzidos
sob a temperatura de 21,0°C + 2,0 °C em solucdes aquosas ou etanol. Os derivados
xanténicos RBB e EOS Y foram preparados em agua, etanol e Tween 80, sendo 0s
derivados HEXRBB e HEXEOS, preparadas em solu¢des de Tween 80 e octanol.

A absortividade molar (¢) foi determinada para todos os compostos com
cinco concentragdes diferentes na faixa de 1 a 20 ymol.L't em agua e etanol e
Tween 80, para os compostos RBB, e EOS-Y, j4 para derivados HEXRBB e
HEXEOS os solventes utilizados foram Tween 80 e octanol. Para avaliagcdo da
estabilidade dos compostos com a variagdo do pH em meio aquoso e Tween 80 em
concentracdes fixas, e diferentes pHs, variando de 0,0 a 14.

Para determinar o coeficiente de particdo (Kp), uma mistura contendo 50%
de agua e octanol (v/v), sendo posteriormente adicionado a espécie xanténica em
analise (7,72x10° mol.L?), a solugédo foi levada para o shake-flash por 10 minutos,
em seguida para o vortex por 2 minutos, posteriormente foi centrifugado por 15
minutos em 2000 rpm, foi determinado a sua concentracdo tanto em agua quanto
em octanol. Utilizando o espectro de absorcdo no UV-Vis, e com a formula (1), foi
possivel determinar o valor de Kp para os compostos.

[F5lact
[FSlwater (1)

kp:

Onde [PS]oct e [PSJagua sdo as concentracfes de corante em octanol/agua,
respectivamente.

Resultados e Discusséo
Determinacgdo de absortividade molar dos derivados xanténicos em meio aquoso e

micelar

Foram realizadas caracterizacdes espectroscépicas da RBB e EOS Y nos meios
aguoso e etanol, enquanto para a RBB2MET realizou-se a determinagdo da
absortividade molar em etanol, para a RBBHEX e a EOSHEX em octanol, a Figura 1
apresenta o espectro de absor¢cdo no UV-Vis para EOS Y em agua.
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Figura 1 - (a) Espectros de absor¢do UV - Vis da EOS Y em agua em diversas
concentracoes. (b) Gréafico de absorbancia em 515 nm versus a concentragao.
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A partir dos dados obtidos foi elaborada a Tabela 1 com os valores obtidos de
comprimento de onda maximo da banda de absorcéo e absortividade molar (¢) dos
compostos estudados. Os valores determinados s@o proximos aos resultados
descritos na literatura. Observou-se que os valores de € sdo maiores em octanol, e
que desvio padrdo obtido foi baixo para todas as espécies em estudo.
Tabela 1 - Valores de absortividade molar e comprimento de onda maximo, com o
seu respectivo desvio padréo, para as espécies comerciais e seus derivados em
diferentes meios.

Derivados Xantenos Amax (NM) £/10*
(meio) L.com™. mol?
EOS (agua) 516 6,37 £ 0,11
EOSHEX (etanol) 540 9,27 + 0,05
EOSHEX (octanol) 541 15,0+ 0,10
RBB2MET (etanol) 567 8,29+0,12
RBBHEX (etanol) 567 6,71+0,12
RBBHEX (octanol) 573 10,12 £ 0,10
RBB (agua) 548 5,66 + 0,01

Determinacédo do pKa dos derivados xantenos

Investigou-se espectroscopicamente a variacdo do pH das espécies EOS Y e
RBB em meio aquoso e Tween 80 em meio acido, sendo possivel verificar que
houve um decréscimo na absor¢cdo quando ocorreu a diminuicdo do pH, devido a
protonacdo dos grupos fendlicos, comportamento esse observado também em meio
micelar.

Para o pKa do derivado rosa de bengala hexil éster RBBHEX, obteve-se pKa
de 3,15 o qual pode ser devido a protonacdo do oxigénio do grupo carbonilico
devida a auséncia do substituinte carboxilico. A espécie EOSHEX compostos
exibiram um pKa de 2,65 comprovando que o pKa obtido € referente a
desprotonacao do grupo fendlico, entretanto também pode-se observar uma grande
sobreposicdo de bandas de absorcédo nos indicando a formacdo de outras formas
(Tabela 2). A acidez dos grupos fendlicos e dos grupos carboxilicos podem ser
correlacionadas a presenca de substituintes nos corantes, considerando a mais
representativa estrutura tautomérica.

Tabela 2 - Valores de pKa dos corantes xanténicos em solucfes aquosas calculadas

a 20°C.

Derivados Xantenos em pKa
diferentes meios

EOS (agua) 3,00
EOS (Tween80) 3,24
EOSHEX (Tween80) 2,65
RBB (agua) 3,77
RBB (Tween80) 3,67
RBBHEX (Tween80) 3,15

A sequéncia do efeito causado pela retirada dos substituintes: Br (EOS e
EOSMET) < |1 (RBB e RBBHEX), o0 qual segue uma sequéncia da diminui¢cao do pKa.
Apresentando pKa tipico de acido benzoico em torno de 4,2 nos corantes xantenos,
a substituicdo do H orto para o grupo carboxilico leva a alta acidez —COOH devido
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ao efeito da retida de elétrons. Entretanto, os benzenos e anéis xanténicos devem
ser aproximadamente ortogonais nesses derivados. Essa geometria faz o centro
carboxilico menos sensivel ao substituinte na estrutura do xanteno®.

Podemos verificar que ndo houve uma protecéo eficaz do surfactante, pois
ndo houve uma diferenca consideravel para as espécies comparado o pKa em agua.

Coeficiente de particdo (Kp) nas fases octanol/agua

Os valores obtidos de Log Kp estdo listados na Tabela 3. Observou-se um
decréscimo nos valores Log Kp (RBBHEX>EOSHEX>RBB>EOS) o que é seguido
do aumento no volume dos substituintes adicionados a estrutura. Como apresentado
na literatura.® Log Kp < 0 exibem caracteristicas hidrofilicas EOS, enquanto as
demais espécies RBB, EOSHEX e RBBHEX apresentaram um comportamento
anfifilico Log Kp entre 0 e 1,5 aproximando de Log Kp > 1,5 caracteristicas
lipofilicas.

Tabela 3 - Coeficiente de Particdo em agua/octanol (1:1, v/v) a 30,0°C.

Corantes EOSY RBB EOSHEX RBBHEX
Log Kp -0,11 0,28 0,37 0,89
Conclusodes

Os compostos estudados apresentam caracteristicas foto-fisicas que justificam a
continuidade dos estudos visando uso dos mesmos como FS em TFD.
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