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Resumo 

Este trabalho teve por objetivo estudar a interação entre moléculas orgânicas e 

anticorpos visando seu uso em sistemas de entrega de fármacos e diagnóstico fluorescente. 

Foram investigadas moléculas orgânicas de porfirinas e anticorpos reativos a Herpesvírus 

bovino, micro-organismo amplamente disseminado em rebanhos de corte e leite. Para o 

desenvolvimento deste projeto foram empregadas técnicas espectroscópicas de absorção 

UV/Vis, emissão fluorescente e espalhamento ressonante. Os resultados obtidos apresentaram 

indícios de que a ligação entre as porfirinas e os anticorpos ocorre. As constantes de ligação 

associadas à essa interação sugeriram alta afinidade das porfirinas pelos anticorpos. As 

investigações da conformação dos anticorpos indicaram que a sua estrutura enovelada não é 

significativamente afetada pelas porfirinas e os estudos de Transferência de Energia Ressonante 

de Förster sugeriram que esse mecanismo pode ser o principal responsável pela supressão da 

fluorescência dos anticorpos pelas porfirinas. 
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1 Introdução 

1.1 Novas armas no combate a micro-organismos 

Há muito tempo, o controle de micro-organismos vem sendo uma preocupação constante 

para as civilizações. Ao longo de nossa história, parte significativa de muitas culturas foi 

destruída por doenças causadas por micro-organismos. Atualmente, o controle desses 

patógenos tem ocupado posição de destaque em pesquisas na área farmacológica. Podemos 

citar, por exemplo, o advento dos fármacos antibióticos que obtiveram um grande sucesso no 

combate a enfermidades microbianas nos últimos 50 anos. Entretanto, observações mais 

recentes vêm indicando que alguns patógenos já apresentam resistência a determinados 

antibióticos [1, 2]. Nesse sentido, se torna evidente a necessidade de investimentos na busca 

por formas alternativas de combate a micro-organismos patógenos. 

A luta contra esses patógenos e outras moléstias (câncer, problemas dermatológicos e 

outros) utilizando radiação eletromagnética e moléculas orgânicas fotossensíveis tem sido 

responsável pelo desenvolvimento de novas técnicas que se mostram cada vez mais 

promissoras [3]. Um trabalho pioneiro, considerado marco histórico, foi publicado por Raab em 

1900, onde foi demonstrada a morte de micro-organismos quando expostos à luz solar e ao ar 

na presença de alguns corantes [4]. Três anos após a publicação dos trabalhos de Raab, 

Tappenier e Jesionek apresentaram a inviabilização de células tumorais pela ação da luz na 

presença do corante eosina [5]. Após um longo período sem contribuições significativas nesta 

área, a pesquisa sobre o efeito fotodinâmico de moléculas orgânicas aplicado à inativação de 

micróbios tem atraído novamente a atenção de muitos pesquisadores nas últimas décadas [6 - 

9]. 
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A aplicação do efeito fotodinâmico na inviabilização de células está estabelecida em uma 

forma terapêutica conhecida como Terapia Fotodinâmica (PDT – Photodynamic Therapy). A PDT 

tem obtido êxito no tratamento de câncer e nos últimos anos tem sido aplicada para o controle 

e combate de fungos e outros micro-organismos [3, 10, 11]. Além de matar micro-organismos 

de forma eficaz, a ação fotodinâmica pode ser uma solução interessante para o problema de 

resistência adquirida. O termo frequentemente empregado para identificar a ação 

fotodinâmica aplicada em micro-organismos é “Inativação Fotodinâmica” (PDI - Photodynamic 

Inactivation) [3]. 

Outra proposta que vem ganhando destaque na medicina moderna é a utilização de 

sistemas de entrega dirigida de fármacos, o qual visa aumentar a seletividade na distribuição 

de fármacos bem como na ação farmacocinética, reduzindo seus efeitos colaterais [12]. Dentre 

os diversos sistemas de entrega de fármacos que vem sendo elaborados e apresentados na 

literatura, o uso de anticorpos para vetorização dos medicamentos a alvos específicos tem 

obtido sucesso, especialmente em trabalhos que utilizam anticorpos reativos a antígenos 

expressos por células tumorais [13 - 16]. Dessa forma, a ideia central do presente trabalho é 

investigar a formação de complexos de anticorpos reativos ao micro-organismo Herpesvirus 

Bovino com fotossensibilizadores (FS) visando uma forma alternativa de diagnóstico e o 

aumento da seletividade da ação fotodinâmica na inativação desse vírus. 

1.2 Inativação Fotodinâmica de Micro-organismos 

De uma forma geral, a ação fotodinâmica consiste na combinação de uma molécula 

orgânica fotossensível, oxigênio molecular (abundante em material biológico) e luz visível. O 

mecanismo da ação fotodinâmica está apresentado na Figura 1. Quando irradiada por luz com 

um comprimento de onda específico, a molécula orgânica fotossensibilizadora em seu estado 
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fundamental (S0) sofre uma transição eletrônica para um estado excitado (S1). A relaxação do 

estado excitado (S1) pode ocorrer por processos radiativos (fluorescência) e não radiativos via 

conversão interna ou cruzamento intersistemas. Neste último, a molécula sofre uma inversão 

de spin eletrônico formando o estado tripleto (T1). 

 

Figura 1: Mecanismos de ação da PDI [17]. 

 

Estando ainda no estado excitado (S1) ou (T1), a molécula pode perder elétrons para 

moléculas em sua vizinhança gerando, dessa forma, espécies reativas capazes de provocar 

morte celular [18]. A inviabilização celular que ocorre através da ação dessas espécies reativas 

é conhecida como mecanismo do tipo I. No processo de relaxação do estado tripleto para o 

fundamental, o FS pode fornecer energia para o oxigênio molecular, em seu estado 

fundamental tripleto, formando uma espécie altamente reativa, o oxigênio singlete, que 

também pode provocar a morte de células [19]. A atividade citotóxica relacionada com essa via 

de desativação do FS é conhecida como mecanismo do tipo II. 

Apesar dos mecanismos I e II serem capazes de inviabilizar células, a atividade citotóxica 

tem sido atribuída principalmente ao mecanismo do tipo II [20]. Os mecanismos de ação da PDI 
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(tipos I e II) faz dessa terapia uma técnica interessante no combate às possíveis adaptações 

genéticas que deixam as células ou os micro-organismos mais resistentes aos fármacos tendo 

em vista a diversidade de alvos moleculares dentro da célula [21]. 

1.3 Moléculas Orgânicas Fotossensíveis 

Porfirinas são moléculas orgânicas que desempenham um papel fundamental na 

natureza. Constituem, por exemplo, a clorofila, importante no processo fotossintético das 

plantas, e o grupo heme que está associado a estrutura da hemoglobina, responsável pelo 

transporte e armazenamento do oxigênio molecular nos animais [22]. Possuem em sua 

estrutura um macrociclo contendo quatro anéis pirrólicos que lhe proporcionam uma extensa 

conjugação , conforme apresentado na Figura 2. 

 

Figura 2: Estrutura do núcleo de porfirinas [23]. 

As porfirinas são caracterizadas por uma intensa absorção na região próxima de 400 nm 

denominada banda de Soret ou banda B (Figura 3a), e outras quatro bandas entre 500-650 nm 

conhecidas como bandas Q (Figura 3b). Embora os picos das bandas Q sejam bem menos 

intensos que o pico da banda B, muitas aplicações são conduzidas usando fonte de luz vermelha 
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entre 620 e 635 nm, dentro da “janela terapêutica”, onde ocorre uma maior penetração da luz 

em tecidos vivos [24]. 
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Figura 3: Espectro de absorção óptica de uma porfirina 
mostrando a banda de Soret a) e as bandas Q b). 

As porfirinas e derivados de hematoporfirinas já vêm sendo comumente empregadas na 

PDT com boa eficiência [25, 26] e são consideradas fotossensibilizadores de primeira geração. 

Essas moléculas apresentam alta eficiência de formação de estados tripletos e de formação de 

oxigênio singleto e ainda possuem fluorescência quando excitadas com luz na região do visível 

ou do ultravioleta próximo [25]. 

Outra classe de moléculas fotossensíveis de origem sintética e de estrutura próxima às 

porfirinas são as ftalocianinas. Essas moléculas têm recebido atenção para aplicações em 

PDT/PDI nos últimos anos devido à sua estabilidade, não-toxicidade no escuro e boa 

penetrabilidade nas membranas celulares [27], além de possuir uma intensa absorção na região 

de 600 – 800 nm, na janela terapêutica [28, 29]. 
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1.4 Imunoglobulinas G 

Tradicionalmente as proteínas do soro sanguíneo são divididas em albuminas e 

globulinas. Os anticorpos são encontrados no grupo das globulinas juntamente com as 

lipoproteínas (proteínas responsáveis pelo transporte de lipídeos). Os anticorpos também são 

denominados Imunoglobulinas (Ig) ressaltando a função que eles desempenham no sistema 

imunológico [30]. As imunoglobulinas são classificadas de acordo com sua estrutura em IgA, 

IgD, IgE, IgG e IgM, sendo que a IgG é a classe de moléculas de anticorpo mais abundante do 

soro sanguíneo [30]. A estrutura da IgG, anticorpo de interesse nesse trabalho, será discutida 

com mais detalhes adiante. 

Os anticorpos estão presentes nos vertebrados e desempenham papel crucial na resposta 

imunológica contra todo tipo de patógenos infecciosos e até mesmo contra substâncias 

estranhas não-infecciosas [30]. Circulam pelos organismos dos vertebrados livres ou 

conectados às membranas dos linfócitos B (células produtoras de anticorpos) e são capazes de 

aderir precisamente a alvos específicos conhecidos como antígenos, que podem ser vírus, 

bactérias, toxinas, dentre outros. 

1.5 “Drug Delivery”: uma proposta para o problema do alvo na PDI 

A maioria dos fármacos frequentemente empregados não possui alvo específico o que 

pode levar a efeitos colaterais. Os sistemas de drug delivery são construídos para direcionar o 

fármaco ao alvo desejado, reduzindo tais efeitos. O direcionamento dos fármacos para locais 

específicos aumenta o controle sobre sua liberação o que também permite maior eficácia no 

tratamento com menores dosagens [31]. A ideia de se obter um sistema que possa guiar 

fármacos a alvos específicos foi levantada por Paul Erlich no início do século passado [32] e 
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diversas propostas de nanoestruturas carreadoras têm sido apresentadas nas últimas décadas 

[33 - 35]. 

As moléculas orgânicas fotossensíveis apresentam certa seletividade e, em aplicações 

oncológicas, têm sido explorada sua afinidade por células que se dividem rapidamente [36]. É 

esperado que, quando isolados, nem a luz nem os agentes fotossensíveis sejam tóxicos, mas 

quando combinados acabem danificando o alvo desejado podendo atingir algumas das células 

vizinhas. A elaboração de um sistema imunoconjugado combinando agentes fotossensíveis e 

anticorpos pode ajudar a resolver parte desses problemas. Afinal, os anticorpos são capazes de 

aderir a alvos específicos com elevada precisão e ao transportarem os fotossensibilizadores, 

esses compostos ficam aderidos apenas ao alvo, o que reduziria ou impediria os danos as células 

vizinhas (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

Atualmente já existem alguns trabalhos que demonstram a viabilidade do acoplamento 

de fotossensibilizadores com anticorpos ou fragmentos de anticorpos específicos contra 

receptores de células tumorais [37 - 39]. Existem também muitos estudos in vivo que vêm 

comprovando o aumento da seletividade da ação fotodinâmica de moléculas fotossensíveis 

 

Figura 4: Representação esquemática da ação 
fotodinâmica do imunoconjugado. Adaptado de [13]. 
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quando acopladas com anticorpos utilizados na terapia contra o câncer [13, 40]. No entanto, 

não existem relatos do acoplamento de fotossensibilizadores com anticorpos reativos a 

Herpesvirus Bovino (BoHV), patógeno de interesse para saúde animal. 

1.6 Imunoconjugado como ferramenta de inativação e diagnóstico BoHV 

O BoHV, pertencente à família dos herpesvirus, é responsável por muitos prejuízos 

econômicos para a pecuária leiteira e de corte, além de representar um obstáculo no comércio 

internacional de animais vivos e seus subprodutos [41]. A infecção provocada pelo BoHV atinge, 

dentre outros órgãos, os tratos respiratório e genital dos bovinos, sendo caracterizada, 

principalmente, por duas manifestações clínicas: Rinotraqueíte Infecciosa Bovina (IBR) e 

Vulvovaginite Pustular Infecciosa (IPV). A infecção respiratória muitas vezes evolui para quadros 

respiratórios graves e a contaminação genital pode causar, dentre outros sintomas, 

infertilidade nas fêmeas [42]. Uma forma de transmissão importante ocorre através da cópula 

ou por inseminação artificial, sendo que nessa última o sêmen ocupa posição de destaque na 

disseminação do vírus [43]. 

Diante disso, a investigação da incorporação de FS em anticorpos visa a obtenção 

imunoconjugados capazes de inativar o BoHV presente em material biológico ou subprodutos 

de origem animal. Esses imunoconjugados mostram-se como potencial sistema de drug delivery 

que pode permitir que a inativação fotodinâmica proporcionada pelos FS seja específica para o 

BoHV presente em material biológico. 

As técnicas de diagnóstico do BoHV utilizadas atualmente ocorrem através da detecção 

do vírus, ensaios moleculares para detecção do DNA viral, pela detecção dos componentes 

virais ou imunoglobulinas geradas pela infeção do patógeno e por meio de testes sorológicos 

[44]. Espera-se que a caracterização fotofísica dos imunoconjugados realizadas nesse trabalho 
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possa fornecer suporte para a implementação de uma abordagem de baixo custo de diagnóstico 

e que, em tese, deve aumentar a sensibilidade e especificidade relativamente aos testes 

sorológicos utilizados atualmente. 

1.7 O Papel da Física 

Historicamente a Física vem fornecendo enormes contribuições para as áreas de saúde 

através do desenvolvimento de tecnologias que auxiliam tanto no diagnóstico com no 

tratamento de muitas doenças. O conhecimento da Física sobre a estrutura da matéria e a sua 

interação com a radiação eletromagnética tem promovido nas últimas décadas um importante 

avanço na medicina. Além das tradicionais radioterapia e radiodiagnóstico, podemos citar, a 

revolução introduzida pelo LASER nas cirurgias mais delicadas, em procedimentos 

oftalmológicos, na eliminação de cálculos renais e desobstrução de artérias [45] e no 

tratamento de câncer via PDT. 

Portanto, a proposta desse trabalho é utilizar os conceitos físicos sobre propriedades 

ópticas de moléculas orgânicas fotossensíveis para subsidiar a utilização dos imunoconjugados 

em sistemas biológicos. Para dar suporte, diversos conceitos e metodologias da Físico-química 

serão empregados. A investigação mais detalhada desses imunoconjugados abrange ainda 

diversas áreas do conhecimento, tais como, Medicina Veterinária Preventiva, Imunologia e 

Farmacologia, Bioquímica e Biologia Molecular e Biofísica. Desta forma, a execução deste 

trabalho exige um esforço de caráter multidisciplinar. À Física cabe oferece um conjunto de 

técnicas e metodologias que permitem investigar as propriedades fotofísicas desses complexos, 

avaliar sua eficiência e viabilidade, propor sistemas mais eficientes e novas metodologias ou 

desenvolvimento de novas tecnologias.  
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2 Objetivos 

Este projeto de pesquisa tem por objetivo estudar a incorporação de moléculas orgânicas 

em anticorpos, visando seu uso como sistema de entrega de fármacos (drug delivery) e 

fotodiagnóstico de patógenos. 

Especificamente, serão avaliadas as moléculas orgânicas de porfirinas: meso-tetrakis(4-

fenilsulfonato)porfirina (TPPS) e meso-tetrakis(4-metilpiridil)porfirina (TMPyP). Os anticorpos a 

serem estudados são reativos a Herpesvirus bovino (BoHV), um vírus presente em rebanhos 

bovinos de praticamente todo o mundo [41]. Para o desenvolvimento deste trabalho serão 

empregadas técnicas espectroscópicas de absorção UV/Vis, emissão fluorescente, anisotropia 

de fluorescência e espalhamento ressonante. Como objetivos específicos iremos avaliar a 

incorporação das porfirinas TMPyP e TPPS em anticorpos através: 

1. Do monitoramento as alterações dos parâmetros fotofísicos (espectros de absorção 

e emissão fluorescente) devido a incorporação dos FS nos anticorpos; 

2. Das constantes de ligação e coeficientes de Hill obtidos a partir dos dados de 

supressão de fluorescência associada a formação de complexos; 

3. Do estudo de Transferência de Energia Ressonante de Förster (FRET) na ligação 

entre o anticorpo e as porfirinas. 
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3 Materiais e Métodos 

3.1 Materiais  

3.1.1 Fotossensibilizadores  

Foram utilizadas neste trabalho as porfirinas meso-tetrakis(4-fenilsulfonato)porfirina 

(TPPS) e meso-tetrakis(4-metilpiridil)porfirina (TMPyP) adquiridas comercialmente. 

a)  

 

b)  

 

Figura 5: Estruturas das porfirinas a) TPPS e b) TMPyP. 

A porfirina TPPS (Figura 5 a) é um composto aniônico, de origem sintética, com boa 

solubilidade em meio aquoso e que tem sido empregada com sucesso em Terapia Fotodinâmica 

[46, 47]. A TPPS apresenta a possibilidade de protonação em seu anel central quando se 

encontra em ambiente ácidos, com pH menores que 4,0 [17]. Em sua forma não protonada 

possui altos rendimentos quânticos de formação de estado tripleto ( 78,0T ) [48] e de 

produção de oxigênio singleto ( 62,0
2

1 
O

 ) [49], características importantes para os objetivos 

desse trabalho. 
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A porfirina TMPyP (Figura 5 b) possui caráter catiônico e além de possuir estabilidade para 

um intervalo extenso de pH, apresenta boa solubilidade e baixa tendência para agregação tanto 

em meio aquoso quanto em solventes orgânicos [50]. Essa porfirina também apresenta alto 

rendimento quântico de formação de oxigênio singleto ( 77,0
2

1 
O

 ) [51]. O potencial 

fototóxico da TMPyP tem sido aplicado com sucesso na inativação de fungos e outros micro-

organismo, como bactérias Gram-negativas sendo a sua natureza catiônica decisiva nesse 

processo [52, 53]. 

3.1.2 Anticorpos 

A IgG, representada esquematicamente na Figura 6, isótipo de anticorpo utilizado neste 

trabalho, é constituída por uma estrutura básica simétrica formada por duas cadeias leves 

idênticas e duas cadeias pesadas também idênticas, onde, ao longo de toda a sua estrutura 

existem unidades homólogas repetidas denominadas domínios do anticorpo. Tanto a cadeia 

leve quanto a pesada possuem uma região aminoterminal, que participa do reconhecimento 

antigênico, e uma região carboxiterminal que está associada principalmente ao 

reconhecimento do anticorpo pelas células do sistema imune. 

É possível observar poucas alterações na estrutura molecular fora das regiões de 

reconhecimento antigênico (domínios constantes CH e CL) de anticorpos reativos para 

determinado antígeno. Por outro lado, existe uma enorme variabilidade na conformação 

molecular dos locais de ligação ao antígeno (domínios variáveis VH e VL). A hipervariabilidade 

dessas regiões, também denominadas “Complementarity Determining Regions – (CDRs) ” confere 

aos anticorpos o poder de reconhecer qualquer corpo estranho ao organismo [30]. 
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Figura 6: Estrutura esquemática de um anticorpo. Nessa figura estão 

representados os domínios variáveis das cadeias leves (light - VL) e pesados 
(heavy - VH) bem como os domínios constantes das cadeias leves (light - CL) e 
pesadas (heavy - CH). Estão representados também as porções Fab (região de 

reconhecimento da IgG pelas células do sistema imune) e Fc (região de 
reconhecimento do antígeno). Adaptado de [54]. 

 

Os anticorpos empregados nesse projeto são reativos à BoHV. Eles foram selecionados e 

purificados pelo grupo do Prof. Dr. Guilherme Rocha Lino de Souza, no Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de Goiás. 

3.2 Técnicas experimentais 

Quando ocorre a incidência de radiação eletromagnética sobre uma amostra, podem 

ocorrer diversos processos, tais como absorção, o espalhamento e a reflexão. A parte da 

radiação que incide na amostra e é absorvida, pode provocar uma transição eletrônica, 

excitando as moléculas do material irradiado. Utilizando as técnicas de espectroscopia de 

absorção, podemos quantificar a radiação absorvida em função do comprimento de onda. Após 
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a absorção a molécula pode perder seu excesso de energia na forma de fótons, fluorescência e 

fosforescência, que podem ser avaliadas através da técnica de espectroscopia luminescente. As 

espectroscopias de absorção e emissão fluorescente fornecem valiosas informações tanto 

sobre a estrutura molecular do material em análise quanto sobre suas interações com outros 

sistemas. Para compreensão desses mecanismos será apresentado um modelo na próxima 

seção. 

3.2.1 Modelo fotofísico 

O ponto de partida para o conhecimento das características de moléculas orgânicas é 

entender os processos fotofísicos envolvidos. Para isso, consideremos o diagrama de níveis de 

energia, também conhecido como diagrama de Jablonski, Figura 7, consistindo de um estado 

fundamental singleto (S0), dois estados excitados singletos (S1 e S2) e um estado excitado 

tripleto (T1). 

No equilíbrio termodinâmico, as moléculas se encontram no estado singleto fundamental 

S0. Após a absorção de um fóton de energia apropriada, esta molécula sofre uma transição para 

algum estado excitado, S1 ou S2. Uma vez no estado S2, por exemplo, a molécula irá perder parte 

do excesso de energia por conversão interna (CI) e atingir o estado S1. A partir do estado S1 a 

molécula poderá relaxar por três caminhos: 

1. Retornar ao estado fundamental S0 por processo radiativo, através da emissão 

fluorescente (F);  

2. Retornar a S0 por processo não radiativo de conversão interna (CI) ou 

3. Sofrer um cruzamento intersistemas (CIS) formando o estado tripleto, devido a uma 

inversão de spin [55]. 
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Figura 7: Diagrama de Jablonski mostrando: A (Absorção), CI (Conversão Interna), RV (Relaxamento 
Vibracional), F (fluorescência), CIS (Cruzamento Intersistemas) e P (fosforescência). Adaptado de [56]. 

 

Os estados tripletos têm um importante papel na ação da PDT/PDI, pois é a principal via 

para a ação fotodinâmica devido a formação do oxigênio singleto (seção 1.2). A partir do estado 

tripleto a molécula ainda poderá perder energia de forma não radiativa, por cruzamento 

intersistemas, ou de forma radiativa por fosforescência. 

A interação entre os FS e os anticorpos deve provocar mudanças nas características 

fotofísicas dos FS, tais como, na sua estrutura eletrônica, níveis de energia, polarizabilidades, 

dentre outros. Para uma completa investigação dos processos envolvidos é necessária uma 

série de técnicas espectroscópicas que serão listadas a seguir. 
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3.2.2 Espectroscopia de absorção 

O processo de absorção da radiação pode ser descrito através da lei de Beer-Lambert, que 

nos mostra a dependência entre a atenuação do feixe incidente com a concentração das 

moléculas da amostra e a extensão do caminho sobre o qual ocorre a absorção. 

Considere um feixe de luz de intensidade 0I incidindo numa amostra de caminho óptico l

e concentração c , Figura 8.  Em virtude das interações entre os fótons e as partículas 

absorvedoras, a intensidade do feixe decresce de 0I  para I . A lei Beer prevê um decaimento 

exponencial para a intensidade da luz incidente descrito pela relação: 

A
oII  10.       (1) 

sendo A  a absorbância da amostra. A transmitância T da amostra é a fração da radiação 

incidente transmitida pela solução, que pode ser expressa da seguinte forma: 

0I
I

T        (2) 

 
Figura 8: Atenuação do feixe de luz pela amostra [57]. 
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Aplicando o log na equação (1) a absorbância A de uma solução fica relacionada com a 

transmitância de forma logarítmica, como mostrado na equação 3: 

I
I

TA 0loglog        (3) 

Por outro lado a lei de Beer-Lambert pode ser escrita em termos da absorbância, 

concentração da amostra c e do caminho óptico l  do meio absorvente, 

clA ..       (4) 

sendo   o coeficiente de absorção molar da amostra que é dependente da energia, ou 

comprimento de onda, da radiação incidente. A relação (4) não é válida para concentrações 

muito elevadas, pois nessa situação as perdas por reflexão e/ou espalhamento passam a ser 

importantes [58]. Na prática, para contornar o problema das concentrações elevadas, utiliza-se 

um caminho óptico menor e dessa forma a lei de Beer-Lambert continua sendo válida. A lei de 

Beer-Lambert pode ser empregada de diversas formas. Podemos calcular o coeficiente de 

absorção molar das espécies se a concentração for conhecida. Uma das grandes vantagens de 

utilizar a equação (4) consiste em poder obter a concentração de uma amostra se os valores da 

absorbância, coeficiente de absorção molar e caminho óptico forem conhecidos. 

Os espectrofotômetros, figura 9, são equipamentos que permitem medir a razão entre as 

potências dos feixes transmitido e incidente (forma experimental empregada para se obter o 

valor da absorbância). Várias dezenas de modelos de espectrofotômetros estão disponíveis 

comercialmente. A maioria dos espectrofotômetros cobre a região do UV/Vis e, 

ocasionalmente, a região do infravermelho próximo. 

No diagrama da Figura 9, a luz emitida pela fonte estável (1) é recebida pelo seletor de 

comprimento de onda (2) que seleciona uma região limitada do espectro para a medida. Esse 

seletor, em geral, é composto por um colimador de entrada, uma rede de difração que difrata 
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a luz proveniente da fonte, e um colimador de saída que seleciona os comprimentos de onda 

da luz difratada. Em seguida a luz passa pela amostra (3) e segue para o detector de radiação 

(4) que converte a energia radiante em um sinal elétrico mensurável que finalmente é 

processado (5). 

 
Figura 9: Diagrama esquemático do funcionamento de um espectrofotômetro [57]. 

 

As lâmpadas de filamento de tungstênio/halogênio (WI2) são comumente empregadas 

como fontes para a região visível. Elas fornecem uma distribuição de comprimentos de onda de 

320 a 2.500 nm. Geralmente, essas lâmpadas operam a uma temperatura de cerca de 2.900 K, 

a qual produz radiação útil a partir de cerca de 350 até 2.200 nm [59]. Para a região do UV, 

normalmente se usa lâmpada de deutério, com boa emissão de 160 – 375 nm. O material da 

cubeta (recipiente que contém a amostra) deve transmitir a radiação na região de comprimento 

de onda do experimento. O vidro silicato comum é adequado para o uso na região do visível e 

apresenta a grande vantagem de ser de baixo custo. Na região do UV, em comprimentos de 

onda mais curtos que 380 nm, o vidro começa a absorver e deve ser substituído por quartzo ou 

sílica fundida [59]. 

3.2.3 Espectroscopia de fluorescência 

No processo de relaxação da amostra excitada, o elétron permanece no estado singleto 

excitado por um tempo da ordem de nanosegundos. Este tempo é suficiente para que a 
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molécula excitada interaja com o meio, tornando o processo de emissão fluorescente 

fortemente dependente da sua vizinhança. A técnica de detecção de emissão fluorescente é 

muito importante pois fornece informações valiosas sobre o meio em que a molécula se 

encontra [56]. 

Enquanto a absorção fornece informações sobre o primeiro passo dos processos 

fotofísicos, a espectroscopia de fluorescência permite avaliar os processos de relaxação e 

transferência de energia. Esta última pode ser empregada na sua forma estática e temporal. 

Através de estudos sistemáticos empregando essas diferentes técnicas, podemos obter 

parâmetros importantes como constante de ligação, taxa de supressão, rendimento quântico 

de fluorescência, tempo de vida e anisotropia de fluorescência [60]. 

O diagrama da Figura 10 apresenta o princípio de funcionamento de um 

espectrofluorímetro, onde a luz de excitação emitida pela fonte (1) passa pelo seletor (2) e 

incide na amostra (3). Outro seletor de comprimento de onda (2) é necessário para selecionar 

os comprimentos de onda da emissão. Como indica o diagrama, a detecção é feita sob um 

ângulo de 90° para evitar a radiação transmitia [61]. 

 
Figura 10: Diagrama esquemático do funcionamento de um espectrofluorímetro [57]. 
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3.2.4 Anisotropia de fluorescência 

A medida de anisotropia fornece informações sobre grau de rigidez de ambientes 

moleculares ou sobre alterações nas dimensões das partículas da amostra. Em uma solução 

homogênea, as moléculas fluorescentes, ainda em seu estado fundamental, possuem 

momentos de transição orientados aleatoriamente. Ao serem excitadas com luz polarizada, 

somente os fluoróforos (moléculas fluorescentes) com momentos de transição na mesma 

direção da polarização da luz incidente irão absorver. 

A despolarização da emissão pode ser causada por alguns fenômenos que dependem 

do tipo de amostra investigada, no entanto, essa despolarização é devida principalmente à 

difusão rotacional. A rotação de uma molécula em solução ocorre em geral no intervalo de 50-

100 ps, com isso é possível que uma molécula realize várias rotações enquanto estiver no seu 

estado excitado cujo tempo de vida é da ordem de nanossegundos. 

A Figura 11 mostra um esquema experimental de como podem ser obtidas medidas de 

anisotropia. A amostra é excitada com luz polarizada na direção z, e na direção da emissão é 

colocado um polarizador que ora está na direção perpendicular, ora está na mesma direção de 

polarização da luz que excita a amostra. Dessa forma, é possível obter uma estimativa da fração 

da luz polarizada incidente que não sofre alterações significativas na sua direção de polarização. 

  

 

 

 
 

Figura 11: Diagrama esquemático da medida de 
anisotropia. Adaptado de [61].  
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A anisotropia de fluorescência é quantificada pela seguinte equação [62]: 









II

II
r f 2//

// ,      (5) 

onde //I  é a intensidade de luz emitida que está polarizada paralelamente a luz incidente e I  

é a intensidade de luz emitida que está polarizada perpendicularmente a luz incidente. Observe 

que quando 0I  (sistema mais rígido) a anisotropia assume maiores valores e por outro lado 

quando  II //  (sistema com mais mobilidade) a anisotropia é próxima de zero. 

A medida da anisotropia de fluorescência é uma técnica importante no estudo da 

conformação de proteínas, tendo em vista que a desnaturação da proteína aumenta a sua 

flexibilidade resultando numa redução da sua anisotropia [63]. 

3.2.5 Espalhamento ressonante de luz 

Se um conjunto de moléculas polarizáveis são irradiadas por luz, ocorre uma interação 

entre o campo elétrico oscilante da luz incidente e a distribuição eletrônica das moléculas, de 

tal forma que elas passam a apresentar uma polarizabilidade induzida pelo campo externo. Isso 

promove uma oscilação nos elétrons que irá se comportar como pequenas antenas, 

dispersando parte da energia em direções diferentes daquela da radiação incidente. Esse é o 

fundamento do fenômeno de espalhamento de luz [64]. A técnica de espalhamento de luz tem 

sido utilizada para obter informações sobre a forma de macromoléculas em solução e sobre 

agregação de cromóforos [65]. 

A intensidade com que uma partícula absorve ou espalha luz depende da sua forma e 

tamanho e por isso espera-se que a formação de complexos entre moléculas aumente o 

espalhamento de luz. Alguns trabalhos têm apresentado alterações nos espectros de 

espalhamento de porfirinas devido à presença de proteínas [66, 67]. A Figura 12 apresenta a 
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combinação de nanobastões, anticorpos e a técnica de espalhamento de luz no diagnóstico de 

um antígeno. 

 

3.3 Metodologia 

3.3.1 Rendimento quântico de fluorescência 

Rendimento quântico de fluorescência é a razão entre o número de fótons emitidos pelo 

número de fótons absorvidos. A expressão para o cálculo do rendimento quântico de 

fluorescência ( F ) é dada por: 

nrf

f
F kk

k


       (6) 

 

Figura 12: Esquema de uma aplicação da técnica de espalhamento de luz. O reconhecimento do 

antígeno pelos anticorpos acoplados aos nanobastões, promove um aumento das dimensões das 

partículas da amostra, provocando, dessa forma, um aumento na intensidade da luz espalhada.   

Adaptado de [68]. 
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onde fk  é a taxa de emissão fluorescente do fluoróforo e nrk  é a taxa de decaimento através 

de mecanismos não radiativos. No entanto, na prática é mais fácil determinar o rendimento 

quântico de uma molécula fluorescente pela comparação com padrões de rendimentos 

quânticos conhecidos, conforme a equação a seguir [61]: 

2
0

2
0

R

R

R
RF

n

n
A

A
f
f  .      (7) 

 Nessa equação,   é o rendimento quântico de fluorescência, f  é a área delimitada pelo 

espectro de emissão, A  é a absorção e 0n  é o índice de refração do solvente da amostra. O 

subscrito R  se refere ao fluoróforo de referência com rendimento quântico conhecido. Ao 

utilizar essa equação deve-se ter o cuidado de trabalhar com baixos valores de absorção para 

minimizar os efeitos de filtro interno que será discutido a seguir. 

Se o solvente da amostra referência for o mesmo da amostra em estudo, a razão entre 

os índices refração na equação (7) fica igual a 1. No entanto, para solventes diferentes essa 

razão reflete a dependência da absorção e da emissão com o índice de refração [61]. 

3.3.2 O efeito de filtro interno 

A intensidade de fluorescência observada em uma amostra depende não somente da 

absorção no comprimento de onda de excitação, mas também da geometria de iluminação da 

amostra e dos caminhos ópticos percorridos pela luz na excitação e na emissão. A geometria 

comumente utilizada é a incidência de luz na face da cubeta sob um ângulo reto, geometria 

também empregada neste trabalho. 

Considerando que a luz que excita a amostra é focalizada no centro da cubeta, parte 

dessa luz é absorvida pela amostra ao longo do caminho óptico percorrido da face até o centro 

da cubeta. Da mesma forma, parte da luz que é emitida a partir do centro da amostra sofre 
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absorção ao longo do caminho óptico de emissão (Figura 13). Essas atenuações que ocorrem 

na excitação e na emissão são conhecidas como efeito de filtro interno. 

 

Figura 13: Representação da luz incidindo sob um ângulo 
de 90° com a face da cubeta. Modificado de [61].  

 

 Sabendo disso, a intensidade de fluorescência corrigida corrF  em termos da intensidade 

de fluorescência observada obsF  é dada por [61]: 







 

 210
emlemAexlexA

obscorr FF .    (8) 

 Nessa equação, exA  é a absorbância no comprimento de onda de excitação, exl  é o 

caminho óptico de excitação enquanto que emA  e eml  são os respectivos parâmetros para a 

emissão. A equação (8) não e adequada para amostras muito concentradas, porem ela é 

apropriada para os valores de concentrações utilizados neste trabalho. Existem portanto 

alternativas mais sofisticadas de correções de filtro interno quando não é possível trabalhar nos 

limites de validade da equação (8), isto é, baixa concentração ou caminho óptico curto [69]. 

3.3.3 Preparação das amostras de IgG 

A partir de uma amostra inicial de 600 μL de IgG a uma concentração de 21,3 μM foram 

preparadas soluções estoques em alíquotas de 50 μL e congeladas individualmente. Esse 

procedimento foi adotado visando evitar uma possível desnaturação dos anticorpos em 
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consequência de sucessivos congelamentos/descongelamentos. As concentrações de IgG 

foram calculadas pela lei de Beer-Lambert, equação (4), considerando 115
280 101,2  cmMIgG

nm  

[70]. Uma alíquota de 20 μL da solução estoque foi diluída em 830 μL de PBS (pH 7,4), resultando 

em uma amostra de 850 μL de solução de IgG com concentração 0,3 μM. A partir dessa amostra, 

foram obtidos dois volumes de 400 μL que foram utilizados nos experimentos. 

3.3.4 Preparação das amostras de porfirinas 

Foram preparadas inicialmente amostras de 53,0 μM de TMPyP                                                                     

( 115
422 103,2  cmMTMPyP

nm ) [71] e 45,5 μM de TPPS ( 114
515 103,1  cmMTPPS

nm ) [72]. Essas 

amostras foram diluídas em PBS (pH 7,4) para se obter soluções estoques de TMPyP e TPPS com 

concentrações de 37,7 μM e 37,0 μM, respectivamente. As concentrações de porfirinas 

também foram obtidas pela equação (4). 

3.3.5 Monitoramento dos espectros de absorção e fluorescência 

Alíquotas de 10 μL das soluções estoque de porfirina foram adicionadas 

sequencialmente às soluções de IgG (0,3 μM). Com esse procedimento, fizemos a concentração 

de TMPyP variar de 0,92 μM até 7,54 μM e a concentração de TPPS variar de 0,90 μM até 7,40 

μM. Para monitorar a interação entre as porfirinas e a IgG, foram obtidos os espectros de 

absorção e emissão. Todos as medidas foram realizadas à temperatura ambiente. 

3.3.6 Aparato experimental 

As medidas de absorção UV/Vis foram realizadas com um espectrofotômetro modelo 

LAMBDA 950 UV/Vis/NIR Spectrophotometer, marca Perkin-Elmer, e as medidas de 

fluorescência em um espectrofluorímetro modelo Fluorolog-FL3-221, marca Horiba/Jobin-Yvon 
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Inc, no laboratório de Física dos Materiais do IF/UFG. Foram empregadas cubetas de quartzo 

com duas faces polidas.  
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4 Resultados e discussões 

4.1 Investigação da formação de complexos entre as porfirinas e IgG 

A Figura 14a apresenta os espectros de absorção da solução de IgG com adição de TMPyP 

até a concentração de 7,5 μM.  Na Figura 14b está o espectro de absorção da solução de IgG 

acrescida da concentração máxima de TMPyP, e no destaque vemos a comparação das bandas 

Q com as bandas Q da TMPyP na ausência de IgG. Para realizar essa comparação os espectros 

foram normalizados em 519 nm. Na Figura 14c estão evidenciadas as alterações que ocorrem 

na banda da absorção da IgG (280 nm) decorrentes do acréscimo de TMPyP. Em todos os 

espectros de absorção obtidos após a adição de porfirina foram feitas as correções na absorção 

devido a diluição. 

Nos espectros da Figura 14a podemos identificar as bandas do anticorpo próximo a 280 nm 

e as bandas da TMPyP à medida em que a concentração dessa porfirina aumenta na solução. 

Ao observarmos a comparação apresentada na Figura 14b, percebemos uma sensível mudança 

no perfil das bandas Q da TMPyP quando comparado com o perfil dessas bandas na ausência 

de IgG. Nessa comparação, é possível observar um deslocamento da banda em 556 nm para o 

vermelho enquanto que as bandas em 584 nm e 640 nm ficam menos evidentes. 

O exame cuidadoso da Figura 14c mostra que não são observados deslocamentos no 

intervalo 280-292 nm à medida que a concentração de TMPyP aumenta na solução. As 

alterações de perfil que ocorrem nessa região são devidas a sobreposição da absorção da 

TMPyP. 
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Figura 14: a) Espectros de absorção da solução de IgG com o acréscimo da concentração de TMPyP até 7,5 μM b) Detalhe das 
alterações ocorridas nas bandas Q (normalizadas em 519 nm) da TMPyP na presença de IgG  c) Detalhe da absorção na banda 

da IgG (280 nm). 
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Na Figura 15a estão apresentados os espectros de absorção da solução de IgG com 

acréscimo gradual de TPPS até a concentração de 7,4 μM. Na Figura 15b está o espectro de 

absorção da solução de IgG acrescida da concentração máxima de TPPS, e em destaque está a 

comparação das bandas Q com as bandas Q da TPPS na ausência de IgG. Para realizar essa 

comparação os espectros foram normalizados em 517 nm. A Figura 15c mostra as alterações 

que ocorrem na banda da absorção da IgG (280 nm) decorrentes do acréscimo de TPPS. 

A comparação entre as bandas Q, apresentadas na Figura 15b, mostra uma mudança de 

perfil especialmente das bandas em 644 nm e 580 nm. Pode-se perceber também um 

deslocamento para o azul das bandas em 644 nm e 558 nm. 

A Figura 15c mostra os detalhes das mudanças ocorridas na banda de absorção do 

anticorpo (280 nm). Na presença de concentrações crescentes de TPPS, a banda do anticorpo 

sofreu um aumento em sua intensidade. Entretanto, não foram observadas mudanças no perfil 

da banda e nem deslocamentos do pico. 

Os espectros de absorção e emissão das porfirinas são sensíveis a modificações em sua 

estrutura tais como a introdução de átomos centrais e sua protonação. Apresentam ainda 

alterações (deslocamentos, supressão/criação de bandas e aumento de intensidade) com 

formação de agregados e complexos [73 - 75].   Monitorar os espectros de absorção é uma 

maneira simples e útil que pode ser utilizada para detectar mudanças estruturais das moléculas 

e a formação de complexos [76]. A comparação entre os espectros de absorção normalizados 

apresentados nas Figuras 14b e 15b, mostram mudanças de perfil das bandas Q. Essa mudança 

apresenta indícios que a ligação entre as porfirinas e o anticorpo está ocorrendo, e portanto, o 

processo de supressão de fluorescência estático pode existe na interação [76]. 
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Figura 15: a) Espectros de absorção da solução de IgG com o acréscimo da concentração de TPPS até 7,5 μM, b) 

Detalhe das alterações ocorridas nas bandas Q (normalizadas em 517 nm) da TPPS na presença de IgG  c) Detalhe 
da absorção na banda da IgG (280 nm). 
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Existem muitos relatos da utilização da emissão e absorção de proteínas com o objetivo 

investigar a sua estrutura e ainda obter informações sobre complexos ligante-proteína [77, 78]. 

As características de absorção e emissão intrínseca das proteínas é devida a três tipos de 

resíduos de aminoácidos aromáticos: tirosina (Tyr, Y), triptofano (trp, W) e fenilalanina (Phe, F). 

Os espectros via coeficiente de absorção molar (A) e emissão fluorescente (E) desses 

aminoácidos em solução aquosa (pH 7) estão apresentados na Figura 16. 

 

Figura 16: Espectros de absorção (A) e emissão (E) dos aminoácidos aromáticos em solução aquosa e 

pH 7. Adaptado de [61]. 
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 Os espectros da Figura 16 mostram que se a proteína for excitada em 280 nm, o que 

corresponde ao comprimento de onda de excitação da IgG nesse trabalho, a fenilalanina 

praticamente não é excitada. Com isso a absorção nessa região é praticamente devida à tirosina 

e triptofano. Entretanto, o pico de emissão permite identificar qual o principal aminoácido 

fluorescente. 

 A manutenção do perfil (semelhante ao perfil da absorção de Trp na Figura 16) das 

bandas de absorção da IgG com a adição das porfirinas (Figuras 14c e 15c) sugere que a 

conformação da IgG não sofre alterações significativas. 

4.2 Estudo da conformação dos anticorpos 

A Figura 17 apresenta os espectros de emissão do anticorpo com excitação em 280 nm 

na presença de concentrações crescentes de TMPyP (Figura 17a) e TPPS (Figura 17b). Foram 

realizadas as correções devidas ao efeito de filtro interno, equação (8), em todos os espectros 

de emissão. 

Os espectros da Figura 17 mostram a supressão sofrida pela fluorescência da IgG devido 

ao aumento gradual das concentrações de porfirinas. Em ambos os espectros não foram 

observadas mudanças no perfil das bandas e nem deslocamento dos picos de emissão durante 

o processo de supressão da fluorescência. 

De posse das curvas de emissão para cada valor de concentração de porfirina, [porfirina], 

construímos os gráficos da Figura 17c. Nesse gráfico,   é o rendimento quântico de 

fluorescência na presença do supressor (porfirina), 0  é o rendimento quântico de 

fluorescência na ausência do supressor, de tal forma que a razão 
00

0





 



 representa a 

fração da fluorescência inicial que é suprimida para uma dada concentração de supressor.  



33 
 

 
 

Os pontos foram ajustados pela função sigmoide: 

  dxxxe
xy

0
1

1
1

)(





      (9) 

onde y  representa a fração da fluorescência inicial suprimida 






 


0


y , x  é a concentração de 

porfirina, 1  é o valor máximo da fração inicial de fluorescência suprimida 

















 


máx0
1 

  e x0 

é a concentração de porfirina correspondente à metade da fração máxima de fluorescência que 

pode ser suprimida. Os valores de 1  obtidos do ajuste sigmoide mostraram uma saturação de 

91% para o supressor TPPS e 83% para o supressor TMPyP, isto é, 9% da fluorescência da IgG 

não está acessível à TPPS e 17% dessa fluorescência não é acessível à TMPyP. 
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Figura 17: Espectros de emissão do anticorpo na presença de concentrações crescentes de a) TMPyP e 

b) TPPS,  c) curvas de saturação das supressões de fluorescências de IgG por TPPS e TMPyP. 
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Os espectros de emissão de proteínas são muito sensíveis às possíveis mudanças de 

conformação. Alterações na sua estrutura podem expor os resíduos aromáticos, e com isso 

modificações importantes são observadas no perfil da emissão [79]. A Figura 18 ilustra como a 

exposição do triptofano pode afetar os espectros de emissão. 

 

Figura 18: Efeito da exposição do triptofano no espectro de emissão. A perda da estrutura enovelada 

da proteína, isto é, a maior exposição dos resíduos de triptofano provoca um deslocamento das bandas 

de emissão para o vermelho, além de uma forte mudança no perfil das bandas de emissão. Adaptado 

de [61].  

 Tanto na supressão de fluorescência de IgG por TMPyP quanto na supressão de IgG por 

TPPS, não observamos deslocamentos e nem mudanças no perfil das bandas de emissão de IgG 

(Figura 17) reforçando os indícios de que o anticorpo não sofreu mudanças significativas na sua 

conformação. A manutenção da conformação da IgG quando ligada à porfirina é fundamental 

para a viabilidade da sua utilização como estruturas carreadoras de porfirinas para alvos 
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específicos, tendo em vista que o reconhecimento do antígeno está intimamente associado à 

conformação do anticorpo. 

 Os perfis e comprimentos de onda de emissão (343 nm) dos espectros da Figura 17, 

quando comparados com o perfil e comprimento de onda de emissão do triptofano na Figura 

16, sugerem que o triptofano é o principal resíduo fluorescente da IgG. Entretanto a emissão 

em 343 nm indica que existem resíduos de triptofanos que estão contidos no interior da 

estrutura enovelada do anticorpo, conforme mostra a Figura 18. O ajuste sigmoide da Figura 

17c revela que 17% da fluorescência da IgG não pode ser suprimida pela TMPyP e que 9% não 

sofre supressão pela TPPS. Uma molécula de IgG típica possui 18 resíduos de triptofano [80], 

dessa forma podemos dizer que a fluorescência de três resíduo de triptofano da IgG não é 

acessível à TMPyP e que a fluorescência de apenas um resíduo de triptofano não sofre 

supressão pela TPPS. Esse fato indica que existem regiões da IgG que não são acessíveis às 

porfirinas e, além disso, a porfirina TPPS (aniônica) parece possuir uma maior facilidade de 

penetração na estrutura enovelada da IgG. 

 O estudo da conformação de imunoglobulinas G e sua interação com ligantes, através 

da anisotropia de fluorescência, pode fornecer informações valiosas sobre o quanto a formação 

de complexos com outras moléculas afetam a sua estrutura [81]. Fizemos, então, o uso dessa 

técnica para investigar se os anticorpos perdem a sua estrutura na presença das porfirinas. 

As medidas de anisotropia foram feitas pelo equipamento Fluorolog-FL3-221 na 

configuração apresentada pela Figura 11 da seção 3.2.4. Essas medidas foram realizadas antes 

da adição das porfirinas nas soluções de IgG (0,3 μM) e após termos obtido as concentrações 

máximas de porfirina nas soluções de IgG. Os resultados estão apresentados na Tabela 1. 
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Tabela 1: Valores das anisotropias para as soluções de anticorpo na ausência e 
na presença de porfirinas. 

 

Anisotropias 

Somente IgG IgG + [Porfirina]máx 

TMPyP 0,4  0,2 0,6  0,2 

TPPS 0,6  0,2 0,7  0,2 

  

 Cada valor de anisotropia apresentado na Tabela 1 é uma média de 20 medidas. 

Podemos observar que os valores de anisotropia não sofrem alterações significativas, sendo 

que as variações observadas estão contidas nas incertezas associadas as medidas. 

 Não é esperado que a incorporação da porfirina no anticorpo provoque mudanças nos 

valores de anisotropia, pois, sua massa molecular ( kDa1 ) [82] é muito menor que a massa 

molecular da IgG ( kDa150 ) [30] e, portanto, a mobilidade da IgG praticamente não é afetada. 

Por outro lado, os valores de anisotropia mostram que a conformação da IgG não sofre 

modificações importantes na presença das porfirinas, pois, mudanças drásticas em sua 

geometria provocariam reduções nos valores de anisotropia [81]. 

Na Figura 19 estão apresentados os espectros de espalhamento de luz que foram obtidos 

das soluções de IgG (0,3 μM) antes da adição de porfirina e após a obtenção da máxima 

concentração de porfirinas em solução de IgG. 

Podemos observar que o perfil dos espectros de espalhamento na presença de porfirina, 

para comprimentos de onda fora dos vales apresentados, não mostram modificações 

significativas quando comparados com os espalhamentos na ausência de porfirinas. Os vales 

próximos a 420 nm são devidos à absorção da banda de Soret nesta região. 

Os espectros de espalhamento de luz estão em concordância com os valores de 

anisotropia e com o que mostra os espectros de absorção e emissão. O espalhamento de luz é 
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sensível as mudanças nas dimensões das partículas da amostra [74, 75, 83], com isso não é 

esperado que a incorporação das porfirinas em IgG provoque aumentos significativos na 

intensidade de espalhamento, pois as moléculas de porfirinas [84] são muito menores que os 

anticorpos [85]. Também não foram observadas alterações nos espectros de espalhamento que 

pudessem ser atribuídas à perda da estrutura enovelada dos anticorpos. 
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Figura 19: Espectros de espalhamento na presença e na ausência de a) TMPyP e b) TPPS. 
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4.3 Avaliação da afinidade das porfirinas por IgG  

Os parâmetros que refletem a afinidade das porfirinas pelos anticorpos podem ser 

obtidos através dos dados de supressão da fluorescência. Supressão da fluorescência é 

qualquer processo que diminui a intensidade da fluorescência de uma amostra. Essa técnica 

tem sido amplamente utilizada como fonte de informações sobre sistemas biofísicos e 

bioquímicos [86 - 88]. Várias interações moleculares resultam em supressão de fluorescência: 

reações de estado excitado, rearranjos moleculares, formação de complexo no estado 

fundamental (supressão estática), supressão devido as colisões moleculares (supressão 

dinâmica) e transferência de energia [61]. 

Na supressão dinâmica ocorre a difusão do supressor para o fluoróforo durante o seu 

tempo de vida de estado excitado e após a colisão, o fluoróforo retorna ao estado fundamental 

sem emissão de fótons. De modo geral a supressão dinâmica ocorre sem nenhuma alteração 

permanente nas moléculas envolvidas no processo, isto é, sem reação química. Por outro lado, 

na supressão estática ocorre a formação de um complexo não fluorescente no estado 

fundamental e a fluorescência que se observa da amostra é proveniente dos fluoróforos não 

complexados [61]. 

O estudo de supressão da fluorescência de proteínas fornece informações valiosas sobre 

interações de ligantes com proteínas [89]. Geralmente a interação de uma proteína (P) e um 

ligante (L) resulta na formação de um complexo (PL) e pode ser descrita por uma equação de 

equilíbrio do tipo: 

     PLLP  .     (10) 

Podemos associar uma constante de equilíbrio Ka à equação (10), de tal maneira que 
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 
  LP

PL
Ka  .      (11) 

A constante Ka reflete a afinidade do ligante à proteína, sendo denominada também de 

constante de associação ou constante de ligação [90]. Por isso, quanto maior for a constante 

de ligação, mais alta é a afinidade do ligante pela proteína. 

Podemos escrever a fração   dos sítios de ligação da proteína que são ocupados pelo 

ligante da seguinte forma, 

 
   PPL

PL
ligaçãodesítiosdetotal

ocupadosligaçãodesítios


 ,    (12) 

onde o denominador representa a soma de todos os sítios da proteína, ocupados [PL] e 

desocupados [P]. Substituindo a equação (11) em (12) e rearranjando os termos obtemos: 

 
 

 
  d

a

KL
L

K
L

L






1

      (13) 

onde 
a

d K
K

1
  é constante de dissociação, o recíproco da constante de associação. A partir de 

equação (13) podemos ver que Kd deve ser apresentado em unidades de concentração para 

que a fração   continue adimensional. 

 Para uma proteína com n sítios de ligação, a equação de equilíbrio fica de seguinte 

maneira: 

nPLLnP   .     (14) 

A expressão para   fica: 

 
  d

n

n

KL

L


  .     (15) 
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 Rearranjado os termos e tomando o log de ambos os lados obtemos: 

  dKLn loglog
1

log 







 .     (16) 

 A equação (16) é conhecida como equação de Hill e um gráfico de 










1
log  em função 

de  Llog  fornece n como coeficiente angular e a partir do coeficiente linear podemos obter a 

constante Kd. 

 A correspondência entre a equação de Hill e a supressão de fluorescência de uma 

proteína é feita através do parâmetro  . Na prática, a estimativa desse parâmetro é dada pela 

fração da fluorescência inicial da proteína que é suprimida na presença do supressor. Quando 

fazemos essa correspondência, estamos dizendo que a fluorescência que está ao alcance do 

ligante/supressor em determinado sítio de ligação é suprimida, e que a fluorescência observada 

é proveniente de regiões da proteína onde se encontra os sítios de ligação desocupados. 

Portanto a correspondência fica da forma: 

00

0

F
F

F
FF 



 ,     (17) 

com, 0F  e F sendo as intensidades de fluorescência da proteína na ausência e na presença do 

supressor, respectivamente. 

Obtivemos o parâmetro  , para a construção dos gráficos de Hill associados as 

supressões de fluorescência apresentada na Figura 17, porém, utilizamos os rendimentos 

quânticos ao invés das intensidades de fluorescência com o objetivo de evitar as modificações 

causadas na emissão devidas as variações na absorção quando adicionamos porfirina na 

solução de IgG [91]. 
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Os valores de rendimentos quânticos estão resumidos na Tabela 2, sendo que o 

rendimento quântico de referência utilizado foi o da própria IgG na ausência de porfirina, 

06,0R  [92].  

Tabela 2: Rendimentos quânticos para as medidas de supressão de 
fluorescência da IgG por (a) TMPyP e (b) TPPS. 

(a) 
IgG (0,3 μM) 0,060 

IgG + TMPP (0,92 μM) 0,053 
IgG + TMPP (1,80 μM) 0,045 
IgG + TMPP (2,63 μM) 0,039 
IgG + TMPP (3,43 μM) 0,034 
IgG + TMPP (4,19 μM) 0,029 
IgG + TMPP (4,92 μM) 0,025 
IgG + TMPP (5,61 μM) 0,022 
IgG + TMPP (6,28 μM) 0,019 
IgG + TMPP (6,92 μM) 0,018 
IgG + TMPP (7,54 μM) 0,016 

 

(b) 
IgG (0,3 μM) 0,060 

IgG + TPPS (0,90 μM) 0,046 
IgG + TPPS (1,76 μM) 0,032 
IgG + TPPS (2,58 μM) 0,025 
IgG + TPPS (3,36 μM) 0,019 
IgG + TPPS (4,11 μM) 0,016 
IgG + TPPS (4,83 μM) 0,014 
IgG + TPPS (5,51 μM) 0,011 
IgG + TPPS (6,17 μM) 0,010 
IgG + TPPS (6,80 μM) 0,008 
IgG + TPPS (7,40 μM) 0,007 

 

 

A Figura 20 mostra os espectros de supressão de fluorescência acompanhados dos seus 

respectivos gráficos de Hill. 
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Figura 20: Espectros de supressão de fluorescência com os respectivos 

gráficos de Hill para a) TMPyP e b) TPPS. 

A partir da inclinação e da intersecção com o eixo vertical do gráfico de Hill podemos 

obter o coeficiente de Hill e a constante de dissociação, respectivamente, conforme mostra a 

equação (16). O valor de constante de associação ou ligação é obtido pelo inverso da constante 

de dissociação. Os valores desses parâmetros estão apresentados na Tabela 3. 
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Tabela 3: Valores dos coeficientes de Hill e constantes de ligação para interação das 
porfirinas TMPyP e TPPS com IgG. 

 Coeficiente de Hill Hn  Constante de ligação aK  (M-1) 

TMPyP 1,48   0,02 (1,2  0,2)  108 

TPPS 1,49   0,02 (3,2   0,5)  108 

 

Os valores de constantes de ligação apresentados na Tabela 3 são comparáveis aos 

valores de constantes de ligação relativos à afinidade de imunoglobulinas G pela parede celular 

bacteriana de estreptococos [93]. A constante de ligação para a interação de TPPS (aniônica) 

com IgG é cerca de três vezes a constante de ligação associada a incorporação de TMPyP 

(catiônica) com o anticorpo, indicando portanto uma mior afinidade da porfirina TPPS pela IgG. 

A Tabela 3 ainda mostra que os valores dos coeficientes de Hill para as duas porfirinas 

são praticamente iguais. É importante destacar que o valor de n obtido experimentalmente não 

reflete o número de sítios de ligação e sim o grau de interação entre eles. Por isso, a inclinação 

da reta obtida da equação (16) é definida como coeficiente de Hill, isto é, Hnn  . Quando 

1Hn , a ligação do ligante não é cooperativa. Isto ocorre quando as subunidades da proteína 

não se comunicam entre si [90]. Se 1Hn  (cooperatividade positiva) a ligação de uma molécula 

de ligante facilita a ligação de outras, e quando 1Hn  (cooperatividade negativa) a ligação de 

uma molécula do ligante interfere com a ligação de outra [94]. 

 O limite superior teórico para o coeficiente de Hill ocorre quando ele é igual ao número 

de sítios de ligação ( Hnn  ) e, nessa situação a ligação seria totalmente cooperativa, isto é, os 

ligantes ocupariam todos os sítios da proteína simultaneamente e não haveria nenhuma 

proteína parcialmente saturada sob qualquer condição. Na prática, esse limite nunca é atingido, 
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e o valor experimental de Hn  é sempre menor que o número de sítios de ligação da proteína 

[90]. 

4.4 Transferência de energia ressonante de Förster 

A teoria de transferência de energia ressonante de Förster (Förster resonance energy 

transfer – FRET) tem sido amplamente empregada em estudos de fluorescência de 

biomoléculas [95 - 97]. O uso disseminado de FRET é devido às distâncias favoráveis para 

ocorrência de transferência de energia que é tipicamente do tamanho de uma proteína. Além 

disso, as distâncias de FRET são facilmente calculadas a partir das propriedades espectrais da 

amostra em estudo [61]. 

FRET é um fenômeno que pode ser explicado tanto pela Eletrodinâmica Clássica quanto 

pela Eletrodinâmica Quântica. A transferência de energia ocorre entre uma molécula doadora 

no estado excitado e outra molécula receptora no estado fundamental se existir sobreposição 

entre o espectro de emissão do doador e o espectro de absorção do receptor. A transferência 

de energia é um dos processos através do qual a supressão de fluorescência de um fluoróforo 

pode ocorrer, contudo é importante ressaltar que não ocorre aparecimento de fótons na 

transferência, mas sim uma interação dipolo-dipolo de “longo alcance” entre o doador e o 

receptor. 

Além do grau de sobreposição espectral, a taxa de transferência de energia depende do 

rendimento quântico do doador, da orientação relativa entre os dipolos de transição e da 

distância entre as moléculas doadoras e receptoras. A taxa de transferência de energia é 

calculada por [98]: 

6
01










r
R

k
D

T 
,     (18) 
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com D  sendo o tempo de vida do doador na ausência do receptor, 0R  é a distância de Förster 

e r  é a distância entre o doador e o receptor. 

 A distância de Förster 0R  é dada por [98]:  

6

4

0
4

0

2

0 )()(211,0











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


dF
n

R RD
D     (19) 

 Nessa equação, o termo 2 é um fator que está associado a orientação espacial relativa 

dos dipolos elétricos do receptor e do doador, D  é o rendimento quântico do doador na 

ausência do receptor, 0n  é o índice de refração do meio, DF  é a intensidade de fluorescência 

do doador normalizada à unidade, R  é o coeficiente de absorção molar do receptor em 

)( 11  cmM  e   é o comprimento de onda em )(nm . Com essas unidades para o coeficiente de 

absorção molar e comprimento de onda, o raio de Förster é dado em angstron. Na prática utliza-

se o valor médio de 
3
22   para orientações completamente aleatórias entre os dipolos 

elétricos [98]. 

 Outro parâmetro importante no estudo da transferência de energia é a eficiência de 

transferência que pode der defina como: 

T
D

T

k

k
E





1

.      (20) 

Substituindo a equação (18) em (20), obtemos 

66
0

6
0

rR

R
E


 .      (21) 

 A equação (21) mostra que para a distância entre o doador e receptor igual a distância 

de Förster a eficiência de transferência de energia é igual a 50%. 
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 A Figura 21 ilustra o processo de transferência de energia e seu respectivo diagrama de 

Jablonski entre uma proteína e uma molécula receptora, decorrente da excitação dos resíduos 

de triptofanos da proteína. 

 

Figura 21: Representação esquemática da excitação dos resíduos de triptofano (a), as 
relaxações vibracionais (b), emissão fluorescente do triptofano (c) e a emissão do 

receptor (d). Adaptado de [99]. 

 

No diagrama de níveis de energia da Figura 21 estão representadas a absorção da luz pelo 

triptofano (a), as suas relaxações vibracionais (b) e emissão fluorescente (c). O diagrama 

evidencia também a necessária sobreposição entre os níveis de energia do doador e do receptor 

para que FRET ocorra e a emissão do receptor (d). 

A sobreposição entre os espectros de emissão do doador (IgG) e os espectros de absorção 

em termos de coeficiente de absorção molar do receptor (porfirina) exigida para que a 

transferência de energia ocorra estão apresentadas na Figura 22. 
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Figura 22: Sobreposições espectrais entre a emissão da IgG e o espectro de absorção molar das 

porfirinas a) TMPyP e b) TPPS. 
 

 Os valores da distância de Förster dada pela equação (19) e as integrais de sobreposição 

espectral estão apresentados na Tabela 3. Nessa tabela também está a distância entre o doador 

e o receptor para que toda a supressão de fluorescência observada nos espectros da Figura 17 

seja devida a FRET. Essa distância foi calculada pela equação (21). 
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Tabela 4: Parâmetros de FRET para as porfirinas TMPyP e TPPS. 

 
Integral de 

sobreposição 
(M-1 cm-1 nm4) 

Distância de 
Förster 

(nm) 

Distância entre o 
doador e o receptor 

(nm) 

TMPyP 4,3  1016 6,0 5,0 

TPPS 5,0  1016 6,2 4,6 

 

A distância entre o receptor e o doador, Tabela 4, para que toda a supressão observada 

nos espectros de emissão da Figura 17 seja devida ao mecanismo de FRET são menores que a 

maior dimensão da IgG ( nm10 ) [85]. 

Conforme indicaram as análises dos espectros de absorção e emissão, a supressão 

ocorre devido a formação de complexo entre a IgG e as porfirinas, dessa forma a supressão da 

fluorescência do anticorpo ocorre no máximo a uma distância igual a sua maior dimensão. Com 

isso o mecanismo de FRET pode ser o principal reponsável pela supressão da fluorescêcia 

proveniente dos resíduos aromáticos da IgG. 

Os resultados obtidos através do estudo de FRET em conjunto com todos os outros 

resultados sugerem que, apesar de ocorrer a formação de complexo entre as porfirinas e os 

anticorpos, o contato direto entre as porfirinas e os resíduos fluorescentes da IgG não é o 

principal responsável pela supressão da fluorescência observada. Acreditamos que a geometria 

enoelada dos anticorpos promovem uma blindagem dos resíduos aromáticos de tal forma que 

as porfirinas/supressoras permanecem a uma distância média equiparável a distância favorável 

para a ocorrência de FRET. 
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5 Conclusões 

O presente trabalho marca o início uma linha de pesquisa no Instituto de Física da UFG, 

onde se visa avaliar a interação entre moléculas orgânicas fotoativas e anticorpos. Acreditamos 

que os resultados iniciais obtidos nessa dissertação tragam artifícios para compreender a 

incorporação de moléculas orgânicas em anticorpos reativos a BoHV, visando o fotodiagnóstico 

e a fotoinativação desse vírus em material biológico. 

Os resultados obtidos da interação das porfirinas com os anticorpos deixam claro que a 

ligação entre eles ocorre de forma efetiva, sendo a supressão da fluorescência observada 

atribuída ao processo estático. Os valores das constantes de ligação obtidos são comparáveis 

aos valores de constantes de ligação relativos a sistemas proteína-ligante de alta afinidade [93]. 

As constantes de ligação também indicaram uma maior afinidade da porfirina aniônica TPPS 

pelo anticorpo, em relação à catiônica TMPP. Os coeficientes de Hill indicam cooperatividade 

positiva na interação da IgG com as duas porfirinas, isto é, a ligação de uma molécula de 

porfirina facilita a ligação de outras. 

Tanto na supressão de fluorescência de IgG por TMPyP quanto na supressão de IgG por 

TPPS, não foram observados deslocamentos e nem mudanças no perfil das bandas de emissão 

de IgG indicando que o anticorpo não sofreu mudanças significativas na sua conformação. 

Alterações nos perfis de emissão de proteínas têm sido relatadas como decorrentes de 

mudanças em sua conformação ou formação de complexos [100]. 

A comparação dos espectros de emissão da IgG com espectros de emissão de proteínas 

reportados na literatura [61] indicam que o triptofano é o principal resíduo fluorescente da IgG. 

Além disso, a saturação da supressão da fluorescência da IgG mostrou que existem regiões do 
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anticorpo não acessíveis às porfirinas. Essa saturação mostra ainda que a TPPS parece penetrar 

com maior facilidade da estrutura do anticorpo. 

Os perfis dos espectros de espalhamento de luz e a constância dos valores de anisotropia 

reforçaram os indícios de que as porfirinas não afetam a geometria do anticorpo. Variações nos 

espectros de espalhamento de luz e nos valores de anisotropia têm sido relatados como indícios 

de alterações na conformação de proteínas [101, 102]. 

Os resultados obtidos através do estudo de transferência de energia indicaram que FRET 

pode ser o principal mecanismo de supressão. Tem sido relatado que, de fato, as distância 

envolvidas nas interações proteína- supressores são favoráveis à ocorrência de FRET [99]. 

Com essas investigações, pretendemos auxiliar efetivamente no desenvolvimento de novas 

metodologias com fins de fotodiagnóstico e inativação fotodinâmica de micro-organismos. Os 

nossos resultados também poderão contribuir com a solidificação do modelo de “drug 

delivery”, pois os anticorpos funcionaram como estruturas carreadora das moléculas 

fotossensíveis em material biológico. 
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6 Perspectivas futuras 

O presente trabalho terá sua sequência durante o período de doutoramento. Nesta 

futura etapa, esperamos: 

1. estender o atual estudo visando obter outros parâmetros fotofísicos e 

termodinâmicos, tais como, rendimentos quânticos de formação de estados tripletos e oxigênio 

singlete, entalpia  H  e energia livre de Gibbs  G ; 

2. estudar a interação de outros fotossensibilizadores com BoHV; 

3. desenvolver uma metodologia para fotodiagnóstico;  

4. realizar fotoinativação do BoHV em material biológico; 

 Desta forma, esperamos que os resultados de nossas investigações sejam absorvidos pela 

indústria farmacêutica veterinária, gerando produtos e processos inovadores, propiciando o 

desenvolvimento do setor de saúde animal. 
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