
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS 

INSTITUTO DE FÍSICA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM FÍSICA 

 

 

 

 

 

Análise comparativa da eficiência fotodinâmica de 

fotossensibilizadores em sua forma base livre e 

formando complexados com zinco 

 

 

 

 

 

 

LAIS ALONSO 

 

 

 

GOIÂNIA 

2014  



ii 

 

LAIS ALONSO 

 

 

 

 

 

Análise comparativa da eficiência fotodinâmica de 

fotossensibilizadores em sua forma base livre e 

formando complexados com zinco 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Pablo José Gonçalves 

 

GOIÂNIA 

2014 

  

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação do Instituto de Física da 
Universidade Federal de Goiás como requisito 
para obtenção do título de Mestre em Física. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação na (CIP) 

GPT/BC/UFG 

 

 

A455a 

 

Alonso, Lais. 

Análise comparativa da eficiência fotodinâmica de 

fotossensibilizadores em sua forma base livre e formando 

complexados com  zinco [manuscrito]  / Lais Alonso. - 

2014. 

viii, 59 f. : il., figs, tabs. 

 

Orientador: Prof. Dr. Pablo José Gonçalves;  

Dissertação (Mestrado) – Universidade Federal de Goiás, 

Instituto de Física, 2014. 

       Bibliografia. 

Inclui lista de figuras, abreviaturas, siglas e tabelas. 

Apêndices. 

 

1. Fotodinâmica  2. Fotoquimioterapia  3.  Terapiafotodinâ- 

mica 4. Sinal fluorescente I. Título. 

 

                                                                 CDU: 53:543.48 

 

  

 



iii 

 

 

 

Agradecimentos 
 

 

� À minha mãe Silvana Zimbaldi Alonso e ao meu pai Antonio Alonso, pelo amor, 

incentivo e confiança. Eu não chegaria até este estágio da minha vida se não fosse 

por eles; 

� Novamente ao meu pai que além das funções paternas, foi amigo, professor, e meu 

maior estímulo; 

� À minha irmã Letícia Alonso, pelo carinho e amizade que sempre me deu força; 

� Ao professor Dr. Pablo José Gonçalves pela oportunidade, paciência e por todos os 

ensinamentos científicos durante a realização deste trabalho; 

� A todos os professores do Instituto de Física da Universidade Federal de Goiás (IF-

UFG), por terem me proporcionado desenvolvimento e crescimento intelectual 

durante o curso; 

� À Universidade Federal de Goiás (UFG) e ao Instituto de Física pelas oportunidades;  

� À CAPES pela bolsa de pesquisa. 

  

 

 

 

 

 

 

 



iv 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

"Nunca deixe o medo de errar impedir que você 

jogue" 

                                                 Albert Einstein 



v 

 

 

Sumário 

1 INTRODUÇÃO ............................................................................................................ 3 

1.1. Terapia Fotodinâmica ......................................................................................... 3 

1.2. Eritrócito humano ............................................................................................... 7 

1.3. Hemólise............................................................................................................. 8 

1.4. Espécies reativas de oxigênio ............................................................................. 9 

1.5. Seroalbumina .................................................................................................... 10 

1.6. Coeficiente de partição ..................................................................................... 11 

2 OBJETIVOS ............................................................................................................. 13 

3 MATERIAIS E MÉTODOS ........................................................................................ 14 

3.1. Materiais .............................................................................................................. 14 

3.1.1. Moléculas Orgânicas ........................................................................................ 14 

3.2. Técnicas experimentais........................................................................................ 16 

3.2.1. Modelo fotofísico ............................................................................................. 16 

3.2.2. Espectrofotômetro ............................................................................................ 17 

3.2.3. Espectroscopia de fluorescência ....................................................................... 20 

3.3. Metodologia ......................................................................................................... 22 

3.3.1. Preparação e marcação de eritrócitos e avaliação da foto-hemólise ................ 22 

3.3.2. Avaliação da peroxidação lipídica .................................................................... 24 

3.3.4. Cálculo do coeficiente de partição.................................................................... 22 

3.3.5. Cálculo da degradação da BSA ........................................................................ 25 

3.3.5. Analise estatística ............................................................................................. 26 

4 RESULTADOS .......................................................................................................... 27 

4.1. Coeficiente de partição ........................................................................................ 27 

4.2. Ação hemolítica dos fotosenssibilizadores .......................................................... 28 

4.3. Peroxidação lipídica ............................................................................................ 34 

4.4. Degradação de BSA............................................................................................. 37 

5 DISCUSSÕES ............................................................................................................ 40 

6 CONCLUSÕES .......................................................................................................... 45 

7 PERSPECTIVAS FUTURAS ....................................................................................... 47 

8 APÊNDICE A ....................................................................................................... 48 

9 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS .......................................................................... 50 

 



vi 

 

Lista de Abreviaturas 
 

PDT : Terapia fotodinâmica 

TPPS: porfirina meso-tetrasulfonatofenil 

TMPyP: porfirina meso-tetrametilpiridil 

PPIX: protoporfirina IX 

FS: fotossensibilizadores 

Ftalo: carboxiftalocianina 

FS: fotossensibilizador 

MO: moléculas orgânicas 

MDA: malondialdeído 

BSA: albumina de soro bovino 

EROs: espécies reativas do oxigênio 

DP:desvio padrão 

Lista de Figuras 
 

 Figura 1- Diagrama esquemático da ação fotodinâmica do FS. Adaptado da referência 

[15]. 

 

Figura 2-Micrografia eletrônica de varredura de eritrócitos humanos [20]. 

 

Figura 3- Esquema de cadeia de reações que levam a peroxidação lipídica. 

 

Figura 4- Anel característico de todas as porfirinas. 

 

Figura 5- Moléculas orgânicas utilizadas no trabalho. 

 

Figura 6-Diagrama de Perrin-Jablonski com os tempos característicos dos processos de 

excitação eletrônica e emissão. 

 



vii 

 

Figura 7- Diagrama esquemático do espectrofotômetro. 

 

Figura 8- Diagrama esquemático espectrofluorímetro. 

 

Figura 9- Combinação do malondialdeído com duas moléculas de ácido tiobarbitúrico  

forma uma molécula com absorbância conhecida. 

 

Figura 10- Espectros de absorbância da Zn TMPP no butanol e na água 

 

Figura 11- Espectros de absorbância (480-750 nm) de hemoglobina liberada na 

hemólise causada pela irradiação em presença da protoporfirina IX em função de 

diferentes tempos de irradiação. 

 

Figura 12- Ajuste sigmoidal da curva de percentual de ação hemolítica para a 

protoporfirina em função do tempo. 

 

Figura 13- Gráfico de correlação T1/2 vs Log PO/W e ajuste linear. Os símbolos indicados 

com x se referem aos dados dos FS contendo Zinco. Equação: Log PO/W = –1,952 – 

0,053 T1/2. 

Figura 14- Gráfico de correlação T1/2 vs Log PO/W e ajuste linear para os FS sem Zinco. 

Equação: Log PO/W = –0,115 – 0,145 T1/2. 

Figura 15- Gráfico da percentagem de hemólise em função do tempo de irradiação 

causada pelo FS Zn-TMPP em PBS com e sem azida sódica. 

Figura 16- Gráfico do percentual de hemólise (linha vermelha) comparado com a 

formação de MDA (linha preta) em suspensão de eritrócitos irradiada na presença do FS 

Zn Ftalo.  

Figura 17- Gráfico de correlação entre os T1/2  de hemólise e de formação de MDA. 

Equação: T1/2 (MDA) = 9,061 + 1,006 T1/2 (hemólise). 



viii 

 

Figura 18- Intensidade do sinal fluorescente da BSA a 10 µM + TMPP 10 µM para 

vários tempos de irradiado (Painel superior) e decaimento do sinal fluorescente em 

função do tempo de irradiação (Painel inferior).  

Figura 19- Curvas de decaimento da intensidade do sinal fluorescente da BSA a 10 µM 

+ 10 µM de FS como função do tempo de irradiado. 

Figura 20- Espectros de RPE do marcador de spin 5-DSA em membrana de eritrócito 

irradiada por 40 minutos sem FS (Controle) e com o FS PPIX. 

Lista de Tabelas 

 

Tabela 1: Parâmetros de hemólise em suspensão de eritrócitos (2% de hematócrito em 

PBS e temperatura ambiente) causada por irradiação (lâmpada halógena de 200 

mW/cm2) e presença de 25 µM de porfirinas e coeficiente de partição de cada FS. 

Todos os valores são média e desvio padrão de três experimentos independentes. 

 

Tabela 2: Concentração máxima de MDA formada (em nanomolar) e tempo para 

formação de 50% da máxima concentração de MDA (T1/2) em suspensão de eritrócito a 

10% de hematócrito, em PBS e temperatura ambiente, produzida por irradiação com 

lâmpada halógena de 200 mW/cm2 e presença de 25 µM de MO.  

 

Tabela 3: Constante de decaimento temporal do sinal de fluorescência da BSA a 10 µM 

em PBS devido à irradiação com lâmpada halógena de 200 mW/cm2 na presença de 

moléculas orgânicas (10 µM).  

 

Tabela 4: Parâmetro de RPE desdobramento hiperfino máximo (2A//) do marcador de 

spin 5-DSA em membrana de eritrócito. A suspensão de eritrócito foi irradiada com e 

sem a presença de vários FS. 

  



 

 

1 

RESUMO 

 

A terapia fotodinâmica (PDT) é uma técnica que tem sido cada vez mais 

utilizada no tratamento de câncer. Consiste em introduzir um fotossensibilizador (FS) 

no tecido cancerígeno e irradiá-lo com luz na faixa do visível. Visando um tratamento 

de PDT mais eficaz, atualmente existem vários estudos da eficiência desses FS. Neste 

trabalho, estudamos a eficiência fotodinâmicas de sete FS: meso-tetrasulfonatofenil, 

meso-tetrametilpiridil e carboxiftalocianinas em suas formas de base livre bem como 

metaladas com átomo de zinco em seu anel central e a protoporfirina IX. Eritrócitos em 

suspensão no hematócrito de 2 ou 10%, tratados ou não com 25 µM do FS, foram 

expostos à luz de uma lâmpada halógena e medido  o tempo necessário para se obter 

50% de hemólise (T1/2). Para examinar se a eficiência fotodinâmica está relacionada 

com a afinidade do FS por membrana, realizamos medidas do coeficiente de partição 

octanol/água (PO/W) de cada FS. Nossos resultados indicaram que os FS estudados 

foram muito hidrofílicos e demonstraram uma tendência para maior eficiência 

fotodinâmica os FS com maior Log PO/W. Para compreender melhor o mecanismo de 

ação dos FS avaliamos o grau de peroxidação lipídica nas membranas de eritrócito 

irradiado com FS, medindo a formação de malondialdeído (MDA) e encontramos uma 

correlação entre o índice de peroxidação e potencial hemolítico. A capacidade dos FS 

degradarem proteínas foi avaliada usando albumina de soro bovino (BSA), monitorando 

o sinal fluorescente desta proteína em solução e sob a irradiação na presença do FS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

2 

ABSTRACT 

 

 

Photodynamic therapy (PDT) is a technique that has been increasingly used in 

cancer treatment. It consists in introduce a photosensitizer (PS) in cancerous tissue and 

irradiate it with light in the visible range. Targeting a more effective treatment of PDT, 

currently there are several studies on the efficacy of these PS. In this work, we studied 

the photodynamic efficiency seven PS: meso-tetrametilpiridil, meso-tetrasulfonatofenil 

and carboxiftalocianinas with their base free or metallated with zinc atom in its center 

ring and protoporphyrin IX. Erythrocytes suspended in 2 to 10% hematocrit were 

treated with or without 25 µM of PS were exposed to light from a halogen lamp, and 

measured the time required to obtain 50 % hemolysis (T1/2). To examine whether the 

photodynamic efficiency is related to the affinity of PS by membrane, we performed 

measurements of the octanol/water partition coefficient (PO/W) of each PS. Our results 

indicated that the PS studied were very hydrophilic and showed a trend for greater 

photodynamic efficiency the PS with higher Log PO/W. To better understand the 

mechanism of action of the studied PS the degree of lipid peroxidation in erythrocyte 

membranes irradiated with PS was assessed by measuring the formation of 

malondialdehyde (MDA) and a correlation between the rate of peroxidation and 

hemolytic potential was found. The ability of PS to degrade proteins was assessed using 

bovine serum albumin (BSA), monitoring the fluorescent signal of this protein into 

solution and under irradiation in the presence of PS. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1. Terapia Fotodinâmica  

 

O câncer é hoje um dos principais problemas de saúde pública mundial. Dados 

epidemiológicos do INCA [1] apontam as neoplasias malignas como uma das maiores 

causa de morte do mundo. Em termos patológicos, o câncer é o desenvolvimento de 

novos clones celulares com atividade proliferativa superior às das células vizinhas e 

com caráter de invasão e destruição tecidual adjacente acentuada [2]. 

O tratamento básico para os vários tipos de câncer consiste na eliminação dos 

tecidos neoplásicos através de cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou uma associação 

destas três modalidades terapêuticas. A decisão na escolha da modalidade terapêutica 

depende da extensão, estadiamento tumoral, relação com estruturas anatômicas anexas, 

envolvimento de cadeia linfática, idade e cooperação do paciente, além do subtipo 

histológico de lesão [3].  

Tendo como base o cenário atual das possibilidades terapêuticas para o 

tratamento do câncer, estudos têm demonstrado a utilização da Terapia Fotodinâmica 

(PDT - “Photodynamic Therapy”) como alternativa para o tratamento de lesões 

neoplásicas [4-5]. A grande vantagem na utilização desta terapia esta em sua baixa 

toxicidade provocada ao organismo tanto pelo fármaco que é não citotóxico no escuro 

quanto pela fonte de irradiação, que emprega luz visível. Além disso, existe uma 

relativa seletividade dos fármacos empregados, o que acarreta uma redução nos efeitos 

colaterais observados pós-tratamento em comparação com as outras modalidades 

terapêuticas. Na perspectiva da saúde coletiva, a aplicação da PDT tem despertado 

grande interesse pelo seu custo operacional inferior quando comparado com o de 

tratamentos tradicionalmente utilizados como a cirurgia e quimioterapia, pois pode ser 

realizada em ambiente ambulatorial, dispensando em alguns casos as internações 

hospitalares [6].  

Históricamente, o uso de FS em seres humanos data do Egito Antigo, onde há 

4.000 anos, tratava-se vitiligo combinando-se a ingestão de plantas e exposição a luz 

solar. O sucesso do tratamento era resultado de uma reação fotoquímica, mediada por 

psoralenos presentes na planta [7]. Estudos sistemáticos das reações de FS foram 

iniciados apenas no final do século XIX por Oscar Raab que investigou o efeito dos 
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corantes eosina e acridina sobre uma cultura de paramécios (protozoários), percebendo 

que, em presença de luz, os microorganismos eram inativados [7]. O que Raab reportou 

era o princípio de uma nova modalidade clínica para o tratamento do câncer e outras 

moléstias, conhecida como Terapia Fotodinâmica. 

A técnica de PDT vem sendo utilizada para o tratamento de câncer, doenças de 

pele, como a leishmaniose cutânea, tratamento de infecções microbianas [8-9], e 

tratamentos antifúngicos [10].  

O mecanismo de ação da PDT baseia-se na combinação de três elementos: uma 

molécula orgânica fotossensibilizadora (FS), a luz visível e o oxigênio molecular (que 

normalmente está presente nos tecidos e meio reacional). Após a administração do FS é 

necessário um tempo de espera para que ocorra o devido acúmulo na região alvo bem 

como a incorporação da molécula pelas células, o que pode durar de algumas horas até 

dois dias [11]. Em seguida, é efetuada a irradiação do alvo com luz visível, cujo 

comprimento de onda empregado depende do FS empregado e do alvo específico. 

Visando uma maior penetração nos tecidos vivos, tem sido empregadas fontes de luz, 

geralmente laser e LEDs (diodos emissores de luz), emitindo do vermelho até o 

infravermelho próximo. Entretanto, existem relatos sobre o uso de fontes de lâmpadas 

halógenas cuja emissão abrange praticamente toda a região visível espectro 

eletromagnético [12]. 

Em uma aplicação intravenosa, as moléculas FS se ligam às lipoproteínas, que 

consistem em um conjunto de proteínas e lipídeos, arranjados de forma a otimizar o 

transporte dos lipídeos e fármacos pelo plasma. Como a quantidade de receptores dessas 

lipoproteínas se encontra em maior concentração nas células neoplásicas do que nas 

normais, tem-se um acúmulo maior de FS nas células cancerígenas [11]. Tem sido 

demonstrado que as macromoléculas podem se acumular preferencialmente em tumores 

sólidos, uma vez que os tecidos tumorais são caracterizados por aumentada 

permeabilidade e retenção (efeito EPR), devido a uma maior permeabilidade 

microvascular às macromoléculas de circulação e drenagem linfática prejudicada [13-

14].  

A Figura 1 apresenta um diagrama esquemático ilustrando os processos 

fotofísicos de um FS típico durante a ação fotodinâmica. Ao absorver um fóton de 

energia adequada, a molécula FS que se encontra no estado fundamental singleto (S0) 

sofre uma transição para o estado singleto excitado (S1). Em seguida, a molécula irá 

relaxar para estados de menor energia, onde seu decaimento pode ocorrer por vários 
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processos. Dentre eles a sua passagem direta para o estado fundamental (S1 → S0), 

essos radiativos (fluorescência) e não radiativos 
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A formação deste estado é um ponto crucial 

Na presença de outras moléculas vizinhas ou estruturas biológicas, a 

estado excitado pode acarretar a 

formação de radicais livres, esse processo é conhecido como reação do tipo I. No 

S0) pode ocorrer 

transferência de sua energia para o oxigênio molecular, gerando espécies reativas de 

sse processo é o principal responsável pela ação fotodinâmica.  

), serve como um 

quando ele relaxa para o estado fundamental. Neste 

para o oxigênio formar seu estado 

). O oxigênio singlete é uma espécie muito reativa do 
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16]. Os processos 

que seguem esta via são chamados de reações do tipo II, e geralmente corresponde a 
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A administração intravenosa do FS tem algumas desvantagens, pois através do 

sangue o FS se espalha por todo o corpo e células saudáveis são inevitavelmente 

atingidas durante o tratamento. Considerando que o FS pode demorar alguns dias para 

ser expelido do corpo, há a necessidade do paciente se proteger da luz por no mínimo 

duas semanas após a aplicação do FS [17]. Outra limitação para o tratamento de PDT de 

forma intravenosa é a dificuldade encontrada pela luz para penetrar no corpo atingindo 

tumores mais profundos.  

Para doenças que se encontram na superfície da pele essa desvantagem é 

contornada pela aplicação direta (tópica) do FS na pele, o que torna a PDT ainda mais 

seletiva. Neste tipo de aplicação, o tempo de espera para a absorção do FS pela célula é 

em geral de apenas algumas horas e o paciente só precisa proteger da luz o local tratado. 

Este procedimento já vem sendo comumente empregado e apresenta alta eficiência [17].  

Uma completa avaliação da atividade fotodinâmica de moléculas com potencial 

de aplicação em PDT pode fornecer valiosas informações sobre suas características 

fotofísicas bem como pode auxiliar a explicar seus mecanismos de ação. Nesse sentido, 

diferentes estratégias vêm sendo propostas. Os efeitos da PDT em células podem ser 

previamente analisados realizando experimentos de irradiação das células cancerígenas 

em cultura e avaliando o potencial citotóxico dos FS. Existe interesse em determinar a 

toxidade que o FS provoca na membrana celular, onde poderia ser induzida a 

peroxidação lipídica e oxidação protéica devido ao ataque de EROs. Uma maneira é 

utilizar as células do sangue como modelo, as quais são mais fáceis de serem isoladas e 

manipuladas. 

No presente projeto, escolhemos avaliar um conjunto de moléculas orgânicas 

(MO) que envolvem porfirinas e ftalocianinas. As porfirinas são moléculas 

frequentemente empregadas na PDT e apresentam comprovada ação fotodinâmica. 

Escolhemos avaliar duas porfirinas que apresentam caráter aniônico (meso-

tetrasulfonatofenil, TPPS) e catiônico (meso-tetrametilpiridil, TMPP). As ftalocianinas 

possuem uma maior absorção na região do vermelho que as porfirinas e têm se 

destacado como FS de segunda geração. Neste trabalho avaliaremos moléculas 

carboxiftalocianinas. Tanto as moléculas de porfirinas quanto ftalocianinas permitem a 

incorporação de átomos metálicos em seu anel central o que pode mudar 

consideravelmente suas propriedades fotofísicas e sua ação fotodinâmica. Dessa forma, 

além de avaliar as amostras sem a presença de átomos centrais, na forma de base livre, 
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avaliamos na sua forma de complexo metálico onde temos a presença de átomos de 

zinco em seu anel central. E por fim, outro derivado de porfirina que foi estudado neste 

trabalho foi a protoporfirina IX que pode ser produzida de forma endógena ao corpo 

através de um composto conhecido como ALA (molécula hidrofílica e de baixo peso 

molecular que é convertido enzimaticamente em PPIX) [18]. 

Para estudar a ação fotodinâmica desses compostos foram avaliados neste 

trabalho os efeitos da irradiação sobre os eritrócitos humanos e seu potencial 

hemolítico, a lipofílicidade, a degradação de proteínas (albumina) e a peroxidação 

lipídica. Esses temas serão abordados com mais detalhes nas próximas seções. 

 

1.2. Eritrócito humano 

 

Os eritrócitos são as células mais abundantes do corpo humano cuja principal 

função é transportar oxigênio e dióxido de carbono. Possuem um formato de disco 

bicôncavo (Figura 2), sendo seu principal conteúdo citoplasmático a hemoglobina 

(aproximadamente 95%), a qual contém o ferro no centro de seu anel porfirínico no 

estado reduzido, o que permite a ligação reversível do oxigênio, além de facilitar a troca 

do gás carbônico produzido pelos pulmões [19].  

 

 

           Figura 2- Micrografia eletrônica de varredura de eritrócitos humanos [20]. 

 

Os eritrócitos são originados na medula óssea e apresentam algumas 

características bem interessantes, e destacamos algumas delas: não possuem núcleo, 

ribossomos e mitocôndrias e assim não possuem capacidade de divisão celular, síntese 

de proteínas e reações oxidativas mitocondriais [19]. Devido a sua relativa simplicidade 

quando comparada a outras células, os eritrócitos têm sido intensamente estudados, pois 

sua membrana representa um modelo clássico de membrana celular. Dodge e 
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colaboradores [21] mostraram a possibilidade de se obter a membrana isolada do 

eritrócito (ghost), o que possibilitou o estudo detalhado de suas características 

estruturais. A membrana do eritrócito consiste em uma bicamada lipídica composta por 

49,2% de proteínas (p/p), 43,6% de lipídios e 7,2% de carboidratos [22].  

 

1.3. Hemólise 

 

 A hemólise é o termo utilizado para descrever a liberação de hemoglobina 

através da ruptura da membrana plasmática da hemácia [23]. Quando em pequenas 

proporções, a hemólise é um processo normal do organismo. Cerca de 0,8 a 1% do total 

das hemácias do organismo são hemolisadas diariamente. E esse processo de quebra é, 

em geral, compensado pela produção de novas hemácias [23]. Há várias maneiras de 

causar hemólise, a forma mais comum é utilizando água destilada, pois a concentração 

de soluto no meio aquoso é menor que no interior da hemácia gerando pressão 

osmótica. Neste processo, por afinidade ao soluto, devido à redução no potencial 

químico, a água é arrastada para o interior da hemácia até rompê-la. 

Há moléculas que podem causar hemólise e seus potenciais hemolíticos têm sido 

amplamente utilizado para comparar suas capacidades de agressão à membrana 

plasmática que é uma das formas da molécula ser citotóxica. Recentemente, o potencial 

hemolítico de terpenos e da miltefosina (compostos com atividade leishmanicida) foi 

utilizado em no laboratório de biofísica da UFG no estudo do potencial citotóxico destes 

compostos [24-25]. O potencial hemolítico também tem sido muito utilizado para 

avaliar a peroxidação lipídica [26]. A membrana do eritrócito é particularmente sensível 

ao dano oxidativo, devido ao seu alto teor de ácidos graxos poli-insaturados, e, portanto, 

representa um sistema importante para estudar os efeitos de estresse oxidativo [26].  

Para comparar a eficiência fotodinâmica dos FS um procedimento que pode ser 

utilizado é avaliar a hemólise causada por um FS quando submetido a uma fonte de 

irradiação, o que provocaria a foto-hemólise.  Neste processo os eritrócitos são 

irradiados na presença do FS e o grau de hemólise em diferentes tempos de irradiação é 

avaliado.  
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1.4. Espécies reativas de oxigênio 

 

Os produtos provenientes do decaimento energético do FS podem ser radicais 

livres bem como oxigênio singlete. Os radicais livres são átomos ou moléculas que 

possuem um elétron desemparelhado, de modo que a energia de ligação do elétron ao 

átomo ou molécula é bem pequena e o elétron fica praticamente livre. Desta forma, os 

radicais livres são muito instáveis, altamente reativos e com tempo de meia vida curto 

[27]. A abstração ou ganho de um elétron por uma molécula não radical pode convertê-

la em espécie radical. Para atingir a estabilidade, essas moléculas precisam adquirir ou 

perder elétrons e, portanto, reagem com a maioria dos compostos vizinhos [28].  

Os radicais livres originados por reações da molécula de oxigênio são chamadas 

EROs, sendo os radicais mais importantes em estudos que envolvem sistemas 

biológicos. Este termo é uma denominação coletiva, não só para radicais livres como 

também substâncias capazes de reagir quimicamente e gerá-los. As EROs que 

apresentam maior relevância nos sistemas biológicos são: radical superóxido, radical 

hidroperoxila, radical hidroxila, radical alcoxila, radical peroxila, oxigênio singlete, 

peróxido de hidrogênio, ácido hipocloroso e ozônio [19].  

Todos os componentes celulares são suscetíveis à ação das EROs. Porém, a 

membrana celular é um dos mais atingidos decorrendo na peroxidação lipídica. Esta 

acarreta alterações na estrutura e na permeabilidade da membrana, provocando a perda 

da seletividade e da troca iônica e a formação de produtos citotóxicos, culminando com 

a morte celular [29]. O vazamento de eletrólitos causado pela peroxidação leva a uma 

redução no potencial de membrana que em consequência resulta na perda do potencial 

de membrana mitocondrial interna, e esta na passagem da água do espaço entre 

membranas para a matriz mitocondrial, levando à ruptura da organela e consequente 

liberação de proteínas pró-apoptóticas para o citoplasma [30]. 

Como mostra na Figura 3 a peroxidação lipídica é iniciada por espécies reativas 

de oxigênio, tais como os radicais hidroxila (
.
OH), alcoxil (LO

.
) e o peroxil ( LOO

.
), os 

quais podem abstrair um átomo de hidrogênio do grupo metileno de um ácido graxo 

insaturado, formando um radical centrado no carbono que se combina com oxigênio 

para formar o radical peroxil-ácido graxo que por sua vez é capaz de abstrair outro 

átomo de hidrogênio dando continuidade ao processo de propagação [31]. A 

peroxidação lipídica se propaga até que um antioxidante como a vitamina E doando um 
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hidrogênio seja capaz de parar a reação em cadeia ou então até que dois radicais 

lipídicos se aniquilam um ao outro pela formação do peróxido cíclico (LOOL). 

Entretanto, este último passo só ocorre quando a concentração de radicais lipídicos é 

suficientemente grande para haver uma probabilidade maior deles se encontrarem na 

membrana [31]. 

 

 

Figura 3- Esquema de cadeia de reações que levam a peroxidação lipídica. 

 

A peroxidação lipídica provoca a perda de fluidez da membrana celular e 

vazamento de eletrólitos [31,32]. A rigidez de membrana associada à peroxidação 

lipídica tem sido avaliada por ressonância paramagnética eletrônica (RPE) de 

marcadores de spin [33-36] e pela espectroscopia de sondas fluorescentes [37-38], 

ambas as técnicas demonstrando confiabilidade na detecção da ocorrência de 

peroxidação lipídica. O método mais utilizado para detectar peroxidação lipídica se 

baseia no marcador de peroxidação malondialdeido (MDA), o qual é um produto da 

peroxidação [39]. Este marcador forma complexo com o ácido tiobarbitúrico (TBA) que 

tem absorção característica [40]. 

 

1.5. Seroalbumina 

 

 A Seroalbumina é a principal e mais abundante proteína do plasma sanguíneo 

(concentração típica de 50 mg/ml). Sintetizada no fígado, tem função transportadora (as 

propriedades ligantes, como proteína de transporte, incluem afinidades por ácidos 

graxos, metais e íons, hormônios endógenos e substâncias exógenas ao sangue), além de 

manutenção da pressão osmótica e controle do pH. A estrutura da Seroalbumina é 
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altamente conservada em várias espécies de mamíferos, sendo a homologia entre a 

albumina de soro bovino (BSA) e a albumina de soro humano (HSA) de 76% [41-42].  

Como a BSA é de mais fácil acesso, ela tem sido utilizada para investigar a foto-

oxidação de biomoléculas através dos FS [43]. Quando excitada (absorve em 

aproximadamente 279 nm), evidência fluorescência intrínseca da proteína com uma 

banda bem definida em 340 nm, que pode ser atribuída à combinação da fluorescência 

dos aminoácidos triptofano, tirosina e fenilalanina, presentes na cadeia protéica. 

Conforme os aminoácidos da BSA são foto-oxidados sua banda de fluorescência em 

340 nm diminui de intensidade [43-44].  

O fato da albumina ser abundante no plasma sanguíneo e ter um papel eficiente 

na distribuição de moléculas pelo corpo, desperta o interesse pela investigação da 

ligação de fármacos com essa proteína. Vários estudos têm enfocado a interação de FS 

com a albumina não só para examinar a capacidade do FS alterar a conformação da 

proteína mas também a sua habilidade em se ligar a ela [43,45].  

 

1.6. Coeficiente de partição 

 

Para examinar a eficiência fotodinâmica do FS um importante fator a conhecer é 

sobre sua interação ou afinidade com os compartimentos do sistema biológico. A 

interação do FS com membrana está relacionada com a partição do FS na membrana 

celular e a interação FS-proteína também é dependente do balanço lipofílico-hidrofílico 

do FS. Na prospecção de novos FS é importante conhecer em que compartimento da 

célula o ataque pelos radicais livres é mais eficiente e se os radicais sendo formados no 

interior da membrana celular provocariam uma destruição mais eficiente. Um dos 

objetivos do presente trabalho foi investigar se a eficiência hemolítica do FS aumenta 

com a quantidade de FS que vai para o interior da membrana do eritrócito. Esta 

quantidade é proporcional ao coeficiente de partição K do FS na membrana, o qual é 

dado pela equação: K = cM/cA, onde cM é a concentração do composto na membrana e 

cA no meio aquoso. Entretanto, este coeficiente é de difícil medição porque é necessário 

medir o volume de membrana e o número relativo de moléculas do composto que 

entram na membrana. Devido a esta dificuldade, o coeficiente de partição octanol/água 
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(PO/W) tem sido muito utilizado como uma estimativa de K [46]. Assim, o parâmetro 

Log PO/W tem sido usado como avaliação da lipofílicidade de um composto, ou de sua 

afinidade por membrana. Compostos com Log PO/W positivo são considerados de caráter 

lipofílico e certamente têm grande afinidade por membranas [46]. 
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2 OBJETIVOS 

 

O presente projeto de pesquisa tem como objetivos gerais estudar a eficiência 

fotodinâmica e mecanismo de ação de diversos fotossensibilizadores (FS) em 

eritrócitos. Particularmente, duas porfirinas e uma ftalocianina, em sua forma base livre 

e formando complexos metálicos com átomos de zinco em seu anel central. Também foi 

avaliada a protoporfirina IX uma molécula já empregada em Terapia Fotodinâmica 

(PDT). 

Como objetivos específicos, podemos destacar: 

1. Avaliar o potencial hemolítico das moléculas orgânicas (MO) sob irradiação de 

luz visível. A capacidade hemolítica dos FS será obtida através do tempo de 

irradiação necessário para ocorrência de 50% de hemólise (T1/2) e outros 

parâmetros como: Hmin, hemólise com FS no escuro; Hmáx, hemólise máxima 

atingida; dx, inclinação da curva sigmoidal. 

2. Obter o coeficiente de partição octanol-água das MO e verificar se há correlação 

entre afinidade por membrana e potencial hemolítico.   

3. Avaliar a peroxidação lipídica induzida pelas MO na suspensão de eritrócito 

devido à irradiação de luz visível na presença do FS e investigar se a 

peroxidação está correlacionada com o efeito hemolítico. 

4. Determinar a constante de velocidade do decaimento do sinal fluorescente da 

albumina do soro bovino (BSA) causado pela ação do FS sob irradiação visível. 

5. Avaliar os resultados obtidos comparando o efeito das moléculas em sua forma 

base livre e efeito da presença de átomos de zinco no seu anel central. 

 

  



 

 
3 MATERIAIS E 

 

3.1. Materiais 

 

3.1.1. Moléculas Orgânicas 

 

Moléculas orgânicas são ricas em carbono e hidrogênio que se unem por 

ligações covalentes. Essas moléculas podem ser sintetizadas por seres vivos, ou seja, 

produzidas dentro das células com ajuda de enzimas. 

composto orgânico houver outro elemento químico além de carbono e hidrogênio, sua 

polaridade pode mudar, alterando também suas afinidades com outras moléculas. Estas 

interações podem ser investigadas através de diferentes técnicas espectroscópicas.

Algumas moléculas orgânicas t

instáveis em presença de luz e de peróxidos. Essas moléculas são conhecidas como FS e 

têm sido utilizadas em PDT, dentre elas estão as porfirinas e as ftalocianinas.

As porfirinas são compostos orgânicos nitrogenad

metil e são organizadas na forma cíclica por quatro anéis pirrólicos fundidos, como 

mostrado na Figura 4. As porfirinas têm a propriedade de se combinarem prontamente 

com metais, formando as metaloporfirinas [

pirrólicos exercem as suas funções mais importantes nos organismos vivos. 

Praticamente todos os metais têm possibilidade de se combinarem 

átomos de nitrogênio centrais das porfirinas.

 

                                               

Figura 

ATERIAIS E MÉTODOS 

3.1.1. Moléculas Orgânicas  

Moléculas orgânicas são ricas em carbono e hidrogênio que se unem por 

ligações covalentes. Essas moléculas podem ser sintetizadas por seres vivos, ou seja, 

produzidas dentro das células com ajuda de enzimas. Quando na molécula de um 

r outro elemento químico além de carbono e hidrogênio, sua 

polaridade pode mudar, alterando também suas afinidades com outras moléculas. Estas 

interações podem ser investigadas através de diferentes técnicas espectroscópicas.

Algumas moléculas orgânicas têm propriedades de peroxidação, pois são 

instáveis em presença de luz e de peróxidos. Essas moléculas são conhecidas como FS e 

têm sido utilizadas em PDT, dentre elas estão as porfirinas e as ftalocianinas.

As porfirinas são compostos orgânicos nitrogenados que apresentam ligações 

metil e são organizadas na forma cíclica por quatro anéis pirrólicos fundidos, como 

. As porfirinas têm a propriedade de se combinarem prontamente 

com metais, formando as metaloporfirinas [47]. É sob esta forma que os pigmentos 

pirrólicos exercem as suas funções mais importantes nos organismos vivos. 

Praticamente todos os metais têm possibilidade de se combinarem in vitro

átomos de nitrogênio centrais das porfirinas.  

             

Figura 4- anel característico de todas as porfirinas.
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Moléculas orgânicas são ricas em carbono e hidrogênio que se unem por 

ligações covalentes. Essas moléculas podem ser sintetizadas por seres vivos, ou seja, 

Quando na molécula de um 

r outro elemento químico além de carbono e hidrogênio, sua 

polaridade pode mudar, alterando também suas afinidades com outras moléculas. Estas 

interações podem ser investigadas através de diferentes técnicas espectroscópicas.  

êm propriedades de peroxidação, pois são 

instáveis em presença de luz e de peróxidos. Essas moléculas são conhecidas como FS e 

têm sido utilizadas em PDT, dentre elas estão as porfirinas e as ftalocianinas.  

os que apresentam ligações 

metil e são organizadas na forma cíclica por quatro anéis pirrólicos fundidos, como 

. As porfirinas têm a propriedade de se combinarem prontamente 

a que os pigmentos 

pirrólicos exercem as suas funções mais importantes nos organismos vivos. 

in vitro com os 

anel característico de todas as porfirinas. 
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Neste trabalho foram investigadas as porfirinas: aniônica meso-

tetrasulfonatofenil (TPPS) e catiônica meso-tetrametilpiridil (TMPP), em sua forma de 

base livre bem como metaladas com átomo de zinco em seu anel central. Também foi 

empregado um outro derivado de porfirina, a protoporfirina IX (PPIX). A PPIX é um 

composto aromático planar, derivado da porfirina, constituída por quatro unidades 

pirrólicas arranjadas simetricamente e ligadas umas as outras por pontes metina. As 

porfirinas e a PPIX possuem uma forte banda de absorção no espectro do visível, em 

aproximadamente 400 nm, denominada Banda Soret e outros picos menores que são 

chamados de Banda Q: 510, 545, 580, 630, 670 e 700 nm. Embora os picos das bandas 

Q sejam 10 a 40 vezes menores que o pico em 400, muitos estudos em PDT são 

conduzidos usando fonte de luz no espectro da luz vermelha entre 620 e 635 nm, que 

proporciona maior penetração no tecido [11, 48]. As estruturas dessas moléculas estão 

apresentadas na Figura 5. 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 5- Moléculas orgânicas utilizadas neste trabalho. 

 

TPPS PPIX TMPyP 

Zn-Tetracarboxiftalocianina Tetracarboxiftalocianina 
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As ftalocianinas, conhecidas como FS de segunda geração, consistem de 

compostos orgânicos cuja estrutura inclui um anel constituído por oito átomos de 

nitrogênio e oito de carbono unidos mediante ligações duplas. Apresentam intensa 

absorção na faixa de 600 – 710 nm, alta eficiência em formação de estado tripleto e 

oxigênio singlete [49]. Assim como as porfirinas, suas propriedades fotofísicas são 

fortemente dependentes do íon do metal central. Neste trabalho foram também 

investigadas as ftalocianinas com grupo carboxi em sua forma base livre e complexada 

com zinco em seu anel central. 

 

 

3.2. Técnicas experimentais 

 

3.2.1. Modelo fotofísico  

 

Os processos fotofísicos envolvidos no presente trabalho podem ser descritos 

através de um diagrama de energia conhecido por diagrama de Perrin-Jablonski, 

conforme apresentado na Figura 6. No equilíbrio termodinâmico, uma molécula se 

encontra no estado fundamental singleto (S0). Ao absorver um fóton de energia 

apropriada ela pode sofrer uma transição para o estado singleto excitado (S1). Em 

seguida, ela relaxa para estados de menor energia, onde seu decaimento pode ocorrer 

por vários processos. Dentre eles a sua passagem direta para o estado fundamental (S1 

→ S0), ou através de cruzamento intersistemas no qual ocorre passagem para o estado 

tripleto do FS (S1 → T1). A energia perdida pela molécula pode ser de duas formas: 

decaimento radiativo e não radiativo. O processo de decaimento radiativo é a perda de 

energia pela emissão de um fóton, a fluorescência (S1 → S0) quando envolvem apenas 

estados singletos e fosforescência quando envolve a transição do tripleto para singleto 

fundamental (T1 → S0) [50]. Os processos não radiativos, geralmente, são mais comuns, 

onde ocorre relaxação vibracional, ou formando o estado tripleto T1, via cruzamento 

intersistemas. 



 

    Figura 6- Diagrama de Perrin

processos de excitação eletrô

 Para avaliar os processos fotofísicos de absorção e emissão fluorescentes 

técnicas espectroscópicas tais

fluorescência se mostram técnicas valiosas. Na próxima seção apresentaremos uma 

breve discussão sobre elas. 

 

 

3.2.2. Espectrofotômetro 

 

Quando uma radiação contínua passa através de um material 

parte da radiação pode ser absorvida

ou moléculas passam de um estado de menor energia para um estado de maior energia. 

No caso da espectroscopia UV/Vis, as transições que resultam na absorçã

eletromagnética nessa região do espectro são transições entre níveis de energia 

eletrônicos. 

A relação entre a intensidade de luz que chega na amostra e a intensidade de luz 

que sai da amostra é dada pela lei de Beer [

onde I0 é a intensidade da luz que chega na amostra, 

amostra, α é o seu coeficiente de absorção e 

Diagrama de Perrin-Jablonski com os tempos característicos dos 

processos de excitação eletrônica e emissão. 

 

Para avaliar os processos fotofísicos de absorção e emissão fluorescentes 

técnicas espectroscópicas tais como a espectroscopia de absorção UV/Vis e a de 

fluorescência se mostram técnicas valiosas. Na próxima seção apresentaremos uma 

  

. Espectrofotômetro  

Quando uma radiação contínua passa através de um material transparente, uma 

parte da radiação pode ser absorvida. Como resultado da absorção de energia, átomos 

ou moléculas passam de um estado de menor energia para um estado de maior energia. 

No caso da espectroscopia UV/Vis, as transições que resultam na absorçã

eletromagnética nessa região do espectro são transições entre níveis de energia 

A relação entre a intensidade de luz que chega na amostra e a intensidade de luz 

que sai da amostra é dada pela lei de Beer [50]: 

,0
leII α−=    (1)                            

é a intensidade da luz que chega na amostra, I é a intensidade que 

coeficiente de absorção e l é o comprimento do caminho percorrido.
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Jablonski com os tempos característicos dos 

Para avaliar os processos fotofísicos de absorção e emissão fluorescentes 

como a espectroscopia de absorção UV/Vis e a de 

fluorescência se mostram técnicas valiosas. Na próxima seção apresentaremos uma 

transparente, uma 

Como resultado da absorção de energia, átomos 

ou moléculas passam de um estado de menor energia para um estado de maior energia. 

No caso da espectroscopia UV/Vis, as transições que resultam na absorção da radiação 

eletromagnética nessa região do espectro são transições entre níveis de energia 

A relação entre a intensidade de luz que chega na amostra e a intensidade de luz 

                                                  

é a intensidade que atravessa a 

é o comprimento do caminho percorrido. 



 

 

18

A absorbância (A) de uma amostra pode ser expressa pelo logaritmo inverso da 

transmitância (T= I/I0): 

                                                   .log
0








−=

I

I
A    (2)       

Comparando as duas expressões seguintes concluímos que: 

                                                     .43,0)log( lelA αα ==    (3)    

A lei de Beer-Lambert relaciona a absorbância com a concentração molar (c) da 

amostra: 

                                                         ,clA ε=                     (4)     

onde ε é o coeficiente de absorção molar. Esta é uma relação muito útil na área de 

espectroscopia, pois exibe uma relação direta entre a absorbância de uma amostra com 

sua concentração. Dito de uma forma prática, uma vez conhecida o coeficiente de 

absorção para um dado comprimento de onda e o caminho ótico, a medida da absorção 

de uma amostra pode fornecer a concentração da amostra em estudo.  

Além de ser empregado para obter a concentração de uma amostra, o espectro de 

absorbância de uma molécula revela quais as frequências que transmitem maior energia 

para a molécula em estudo. Além disso, ele também permite estudar alterações e 

interações com outras moléculas e/ou estruturas.  

        O espectrofotômetro é um instrumento empregado para monitorar a luz 

transmitida ou absorvida por uma determinada amostra em função do comprimento de 

onda (ou frequência) na região ultravioleta/visível e infravermelho próximo. Um 

diagrama esquemático representando seu princípio de funcionamento é apresentado na 

Figura 7. Neste diagrama, um feixe de luz proveniente de uma fonte de radiação é 

colimado por uma fenda estreita e ao passar por um monocromador, constituído por 

elemento dispersor, tem um dado comprimento de onda selecionado. Este feixe 

monocromático será direcionado para a amostra em estudo e a fração transmitida será 

coletada por um detector. Por sua vez, o detector gera um sinal elétrico proporcional à 

intensidade do feixe. Através da obtenção da transmitância para um conjunto de 

comprimentos de onda um espectro de absorbância pode ser obtido.  

Durante a rotina experimental é coletado e armazenado o espectro de 

absorbância de uma solução contendo apenas o solvente para ser tomado como 

referência, ou linha de base. Este espectro é armazenado no software do equipamento e 
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automaticamente subtraído do espectro de absorbância das amostras, garantindo assim, 

que o solvente não influencie nos valores das medidas das moléculas diluídas. 

 

 

 Figura 7- Diagrama esquemático do espectrofotômetro.  

 

Alguns espectrofotômetros utilizam feixes duplos produzidos através de 

espelhos semitransparentes, sendo que um feixe passa através da amostra enquanto o 

outro feixe passa pela referência, e a comparação entre a intensidade destes dois feixes 

produz a leitura final do equipamento. Isto elimina problemas como flutuação na fonte.  

 Como fonte de luz geralmente utiliza-se uma lâmpada de tungstênio para a 

região do visível e infravermelho e uma lâmpada de deutério para a região do 

ultravioleta. A troca entre as lâmpadas de deutério e tungstênio é feita em torno de 360 

nm [51].  

 Para a seleção do comprimento de onda efetuado no monocromador podem ser 

empregados tanto prismas quanto grades de difração. Diferentes comprimentos de onda 

(λ) têm velocidades diferentes através da matéria, sendo que quanto menor o 

comprimento de onda maior o desvio angular. Usando um prisma móvel juntamente 

com lentes adequadas e uma fenda, consegue-se selecionar comprimentos de onda com 

precisão de até 1 nm. Já a grade de difração nada mais é do que uma superfície contendo 

muitas fendas dispostas regularmente para refletir a luz. A interferência desta luz 
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refletida permite selecionar os comprimentos de onda de forma semelhante ao descrito 

para o prisma.  

 A cubeta é o recipiente onde a solução para as medidas é colocada e pode 

apresentar diferentes caminhos óticos. Sua característica fundamental é a transparência 

à região da radiação empregada. No caso da radiação UV utiliza-se quatzo ou sílica 

fundida, enquanto que na região do visível podem ser utilizados materiais mais baratos 

como o vidro ou plásticos [51]. 

 O espectrofotômetro utilizado foi o da PG Instruments (England), modelo T80+, 

alocado no Laboratório de Biofísica do Instituto de Física da UFG. 

 

  3.2.3. Espectroscopia de fluorescência 

 

O fenômeno da fluorescência se dá pelo decaimento radiativo de uma molécula 

excitada num processo S1 → S0, onde após ser excitada, a molécula relaxa para o estado 

fundamental emitindo fótons. Através da emissão fluorescente de uma molécula, ou do 

seu espectro de fluorescência, podemos investigar várias propriedades e comportamento 

de uma substância, avaliar interações com outras estruturas ou processos que ali 

ocorram. O espectrofluorímetro estático nos permite uma espectroscopia de 

fluorescência por excitação contínua, na qual podem ser obtidos parâmetros 

fluorescentes como os espectros de emissão e de excitação, rendimento quântico e 

anisotropia. 

 A Figura 8 apresenta um diagrama esquemático de um espectrofluorímetro, onde 

uma fonte de luz contínua emite um feixe que atinge o monocromador de excitação que 

transmitindo luz seletivamente em um estreito intervalo de comprimento de onda. O 

feixe de luz selecionado atravessa fendas ajustáveis que controlam sua intensidade e 

atinge assim a amostra, excitando as moléculas. A fluorescência emitida é coletada por 

um monocromador posicionado à 90° em relação  ao feixe de luz de excitação para que 

seja eliminado qualquer tipo de luz espalhada (a luz que não foi absorvida). A 

fotomultiplicadora recebe o feixe fluorescente, amplifica o sinal e cria uma voltagem 

proporcional á intensidade emitida [52-53]. 
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                 Figura 8- Diagrama esquemático espectrofluorímetro. 

 

 O espectrofluorímetro pode ser usado em sistemas biológicos que não possuem o 

fenômeno da fluorescência. Neste caso, usa-se uma sonda fluorescente que tenha 

afinidade com o meio biológico que se quer estudar. Neste trabalho pretendemos fazer 

avaliações na albumina do soro bovino (BSA) que já possui um sinal de fluorescência 

intrínseco. 

 O espectrofluorímetro utilizado foi o (Fluorolog FL3-221; Horiba Jobin Yvon 

Inc) e gentilmente cedido pelo Grupo de Ciências dos Materiais. 
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3.3. Metodologia 

  

3.3.1. Cálculo do coeficiente de partição 

 O coeficiente de partição solvente orgânico/água foi medido usando o método do 

“shake-flask” que se baseia na determinação direta da partição das concentrações em 

equilíbrio de um composto em um sistema bifásico. As concentrações de FS em ambas 

as fases foram determinadas com base nos espectros da região UV-Vis [54].  

 Como as solubilidades dos FS estudados no octanol foram muito baixas, ou seja, 

os coeficientes de partição octanol/água foram muito pequenos, nós medimos o 

coeficiente de partição dos FS em butanol/água (Log PB/W), onde foram mais solúveis e, 

então, calculamos os valores correspondentes no sistema octanol/água usando uma 

curva de calibração descrita na equação 7 [54]. Como ocorre uma pequena penetração 

da água no butanol e do butanol na água, um frasco contendo um volume similar tanto 

de água Milli-Q como de butanol foi agitado por 24 h por um agitador magnético, para 

promover a saturação das soluções. Mantendo o frasco em repouso por um período de 2 

h a separação das fases ocorreu naturalmente. A água Milli-Q saturada com butanol foi 

utilizada para diluir o FS a 25 µM em um pequeno volume de água saturado (2 mL) e a 

seguir foi adicionado 2 mL de butanol saturado com água. O frasco contendo a mistura 

foi agitado no vórtex por 1 minuto e em seguida foi medido o espectro de absorção UV-

Vis de ambas as fases.  

 O coeficiente de partição butanol/água foi calculado da seguinte forma: 

                                               

,
C
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W

B
/
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W
WB
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V
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(5)
     

 

onde CB é a absorção do composto no butanol, CW é a absorção do composto na água, 

VB é o volume do butanol e VW o volume da água. Como colocamos o mesmo volume 

de água e butanol (2 mL), e como o valor da concentração pode ser encontrado na 

equação 4, a expressão fica da seguinte forma: 
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Para converter o Log PB/W no sistema octanol/água (Log PO/W) foi usada a equação 

[54]: 

                      

.54,0)55,1( // −×= WBWB LogPLogP
 

(7)
      

A equação acima foi obtida pelo melhor ajuste da curva Log PO/W vs Log PB/W de 

compostos padrões com Log PO/W já conhecidos [54]. 

 

3.3.2. Preparação e marcação de eritrócitos e avaliação da foto-hemólise 

 O sangue utilizado neste trabalho foi coletado na hora por pessoa técnica, sendo 

utilizado sangue de três doadores. Foram diluídos 5 ml de sangue em 15 ml de tampão 

fosfato salino (PBS, 5 mM de fosfato, 150 mM NaCl, pH 7,4), distribuídos em vários 

eppendorfs e centrifugados a 150xg e 4oC por 10 minutos. Depois que o sobrenadante,        

plasma e células brancas de cada eppendorf foram retirados cuidadosamente e 

descartados, o volume foi completado com o mesmo tampão. Esses eppendorfs foram 

centrifugados novamente com três repetições do processo e depois de descartar o 

sobrenadante pela terceira vez, diluímos os eritrócitos no mesmo tampão até a 

concentração de 40% de hematócrito.  

 Para obter a condição final da amostra com uma concentração de 25 µM do FS 

na suspensão de hemácia com hematócrito de 2%, esta suspensão foi diluída mais 20 

vezes. Assim, colocamos 1.275 µl de tampão, 75 µl da suspensão de eritrócito (40%) e 

150 µl de porfirina diluída a 250 µM no tampão, as hemácias foram mantidas na 

geladeira por uma hora (garantindo um tempo de captação do FS pela membrana).  

  As amostras contendo os eritrócitos e os FS foram colocadas em um béquer de 2 

cm de diâmetro e irradiadas individualmente, usando a luz de uma lâmpada halógena de 

150 W a uma irradiância 200 mW/cm2 sendo que o tempo de irradiação foi variado 

entre 1 e 90 minutos. Para uma melhor homogeneidade do sangue durante a irradiação, 

foi utilizado um agitador magnético e um pequeno imã.  

 O FS pode provocar a peroxidação na membrana do eritrócito levando ao 

rompimento desta membrana, resultando na foto-hemólise e liberação da hemoglobina 

na solução. Desta forma, logo após a irradiação, as amostras foram centrifugadas a 

300xg e 4oC por 15 minutos para separar a hemoglobina, da parte residual do eritrócito 

que se precipita ao ser centrifugada (membranas, e outros conteúdos citoplasmáticos). A 
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foto-hemólise foi avaliada através do monitoramento das bandas de absorção da 

hemoglobina que teria sido liberada e se encontra no sobrenadante. O espectro de 

absorção da hemoglobina é bem conhecido na literatura e é constituído por duas bandas 

bem definidas em 540 e 576 nm.  

 

3.3.3. Avaliação da peroxidação lipídica 

Para verificar se houve peroxidação lipídica na foto-hemólise, o sobrenadante do 

processo descrito na seção anterior também foi utilizado no teste de TBARS (espécies 

reativas do ácido tiobarbitúrico (TBA)). Trata-se de um teste baseado na reação do 

ácido tiobarbitúrico (TBA) com os produtos finais da peroxidação. Um dos principais 

produtos formados no processo de peroxidação é o malondialdeído (MDA), um aldeído 

com três átomos de carbonos e de baixo peso molecular [55]. Neste ensaio uma 

molécula de MDA reage com duas moléculas de TBA para formar um complexo de cor 

rosa (MDA-TBA), o qual apresenta absorbância óptica máxima em comprimento de 

onda � = 532 nm. Esta reação ocorre pelo ataque nucleofílico envolvendo o carbono 5 

do TBA e o carbono 1 do MDA, seguida por uma reação similar com uma segunda 

molécula de TBA (Figura 9). A velocidade da reação depende da temperatura, pH e 

concentração de TBA [56].   

 

      MDA   TBA     MDA-TBA2 

          Figura 9- combinação do malondialdeído com duas moléculas de ácido 

tiobarbitúrico forma uma molécula com absorbância conhecida. 

O ensaio de TBARS foi realizado seguindo o protocolo descrito por Gilbert e col. 

[40]. Adicionou-se ao sobrenadante da foto-hemólise 10% (p/v) de ácido tricloro-
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acético (TCA) e centrifugou-se a 300xg por 10 min a 25°C. O TCA reage com as 

substâncias da solução (principalmente com a hemoglobina) permitindo que estas 

precipitem ao serem centrifugadas, deixando assim, permanecer o MDA no 

sobrenadante. Retirou-se 1 ml do sobrenadante e adicionou-se 1 ml de TBA (1% TBA 

(p/v) em 0,05 M de NaOH) em um tubo de ensaio.  

A solução reagente foi aquecida em banho maria a 95°C por 30 min e resfriada 

rapidamente. Adicionou-se 2 ml de butanol na solução e após agitação do tubo de 

ensaio a absorbância do butanol foi medida em 453 e 532 nm. As concentrações de 

MDA foram calculadas através da subtração de 20% da absorbância a 453 nm da 

absorbância a 532 nm (para evitar espalhamento de resíduos citoplasmáticos do 

eritrócito) e com este resultado a concentração foi obtida usando um coeficiente de 

extinção molar ε = 1,56x10�M
�cm
��40�. A concentração de MDA é geralmente na 

faixa dos nano a micromolar, sendo proporcional à quantidade de peroxidação lipídica 

que ocorreu na membrana celular.  

 

3.3.4. Cálculo da degradação da BSA 

 A BSA e o FS foram diluídos em PBS, ambos em uma concentração de 10 µΜ, 

em um volume de 6 mL. Depois de deixar 1 hora incubando na geladeira, a solução foi 

colocada em um béquer padronizado e irradiado, usando a luz de uma lâmpada halógena 

de 150 W a uma irradiância de 120 mW/cm2, por 40 minutos. A cada intervalo de 5 

minutos, uma alíquota foi retirada e medida no espectrofluorímetro e no 

espectrofotômetro [43]. 

 Para o cálculo da constante de degradação da BSA foi feito um gráfico da 

intensidade do sinal de fluorescência da BSA (340 nm) em função do tempo de 

irradiação e feito um ajuste exponencial da curva: 

                                              

,0
kteII −=

  
(8)

      

onde I é a intensidade de fluorescência, I0 é a intensidade de fluorescência da solução no 

escuro, t é o tempo e k é a constante de degradação da amostra.  
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3.3.5. Analise estatística 

Alguns de nossos dados foram expressos como a média ± desvio padrão (DP) a 

partir de pelo menos três experimentos independentes. Os dados foram comparados 

através de análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para diferenças 

estatisticamente significativas com P < 0,05. 
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4   RESULTADOS  

4.1. Coeficiente de partição 
 

Na Figura 10 apresentamos o espectro de absorção da porfirina ZnTMPP em 

butanol e em água, para obter o coeficiente partição representado pelo Log PO/W. Como 

mencionado na seção de Materiais e Métodos (seção 3.3.1), as moléculas orgânicas 

estudadas neste trabalho mostraram-se muito hidrofílicas, que nos forçou a usar butanol 

no lugar do octanol para facilitar a dissolução das moléculas e determinar o coeficiente 

de partição. A conversão para o sistema octanol/água foi obtida utilizando uma curva de 

calibração conforme descrito na seção 3.3.1. 
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Figura 10 - Espectros de absorbância da Zn TMPP no butanol e na água. 

 

O valor do Log PO/W obtido para cada FS está apresentado na Tabela 1 (próxima 

seção), onde os valores são a média e desvio padrão de três experimentos 

independentes. Observando que estes valores são negativos constatamos sua baixa 

lipofílicidade. Porque de acordo com a equação (6) vemos que quando a absorção na 

água é maior que no butanol, o valor de PB/W vai ser menor que 1 e o Log PB/W vai ser 

negativo.  
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A comprovação e validade dos nossos resultados podem ser confirmadas ao 

compararmos o valor do Log PO/W obtido por Engelmann e col. para a TMPP (-3,06 ± 

0,09) [57], que é muito próximo ao valor encontrado em nosso trabalho (-3,4 ± 0,1). Isto 

mostra a consistência dos dados que obtivemos e mostra a validade do método 

empregado.  

 

4.2. Ação hemolítica dos fotosenssibilizadores 
 

Nesta seção apresentamos o estudo da ação hemolítica dos FS avaliados. Como 

descrito na seção 3.3.2, a peroxidação na membrana do eritrócito provocada pelo FS 

leva ao rompimento da membrana, resultando na hemólise e liberação da hemoglobina 

na solução. Desta forma, podemos estudar e quantificar tal processo monitorando a 

intensidade das bandas de absorção da hemoglobina liberada. A Figura 11 mostra os 

espectros de absorbância da hemoglobina liberada pela foto-hemólise em função do 

tempo de irradiação, para o caso dos eritrócitos tratados com a protoporfirina IX.  
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Figura 11 - Espectros de absorbância da hemoglobina liberada pela foto-hemólise 

causada pela irradiação em presença da protoporfirina IX em função de diferentes 

tempos de irradiação.  
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O máximo grau de hemólise (100%), ou hemólise total, apresentada na Figura 

11 foi obtido suspendendo os eritrócitos em água milli-Q ao invés da solução salina 

tamponada. Este procedimento provoca a ruptura das membranas de eritrócitos 

liberando toda a hemoglobina contida na célula. O valor da absorbância nessa condição 

fornece a máxima hemólise.  

A partir dos espectros foram calculadas as porcentagens de hemólise para cada 

tempo de irradiação. Para o cálculo foi tomada a banda de absorção em 540 nm, de onde 

foi subtraído o valor da absorção de uma amostra controle, a qual permaneceu no 

escuro, sem irradiação. Esse valor foi dividido pelo valor da absorbância da amostra sob 

condição de hemólise total e multiplicada por 100%. Cabe destacar que esse 

procedimento também poderia ser aplicado para a banda em 576 nm e que deve gerar 

resultado semelhante. 

Pela Figura 11 pode-se observar uma banda de absorção pouco intensa da 

hemoglobina, quando a suspensão de eritrócito foi mantida no escuro, tanto na presença 

quanto na ausência da porfirina. Esse fato parece indicar a ocorrência de um certo 

percentual de hemólise, mesmo no escuro e na ausência dos FS. Sob pequenos 

intervalos de irradiação (2 e 4 minutos) essas bandas continuam com baixa intensidade, 

mas começam aumentar a partir de 6 minutos de irradiação e atingem uma saturação 

após um intervalo de 10 min, conforme representado na Figura 12, onde mostramos o 

valor da absorbância do pico da hemoglobina centrado em 540 nm em função do tempo 

de irradiação. O efeito da luz sobre os eritrócitos na ausência das porfirinas foram 

avaliados por sua irradiação durante 90 minutos, onde pôde-se observar um pequeno 

percentual de hemólise (1-2%).  
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Figura 12- Ajuste sigmoidal da curva de percentual hemolítico para a 

protoporfirina IX em função do tempo de irradiação.  

 

Sobre a curva do gráfico de percentual hemolítico foi realizado o ajuste 

sigmoidal (Boltzmann) apresentado no gráfico da Figura 12 e dado pela equação 9. 
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Onde T1/2 é o tempo para 50% de hemólise, Hmin é a hemólise com FS no escuro, 

Hmáx é a hemólise máxima atingida e dx é a inclinação da curva sigmoidal. No caso da 

protoporfirina IX apresentado na Figura 11, o tempo necessário para 50% de hemólise 

foi T1/2 = 6,3 minutos, as percentagens de hemólise mínima e máxima atingidas foram 

0,3 e 72,9%, respectivamente. A inclinação da curva sigmoidal está apresentado na 

Tabela 1 juntamente com os parâmetros de todas as moléculas estudadas. 
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Tabela 1 

Parâmetros de hemólise em suspensão de eritrócitos (2% de hematócrito em PBS e temperatura 

ambiente) causada por irradiação (lâmpada halógena de 200 mW/cm2) e presença de 25 µM de 

porfirinas e coeficiente de partição de cada FS. Todos os valores são média e desvio padrão de 

três experimentos independentes. 

Amostra  
T1/2 

(min) 
Hmin (%) Hmáx (%) dx Log PO/W 

Carboxiftalocianina  17±1 (A)*  0,4±0,1  95±1 (A) 0,1±0,1  -2,8±0,2 (A)  

Zncarboxiftalocianina  2±1 (B)   0,4±0,4  90±3 (AB) 0,2±0,3  -2,7±0,2 (A)  

TPPS  25±2 (C) 2,0±3,0  72±6 (BC)  1,0±1,0  -4,0±0,1 (B)  

ZnTPPS  29±5 (C) 2,0± 2,0  80±13 (ABC)  2,0± 2,0  -2,9±0,2 (A)  

PPIX  6±1 (BD)  0,3±0,1  73±6 (BC)   0,7±0,1   -0,9±0,2 (C)  

TMPP  25±4 (C)  1,8±0,3  65±5 (C)  0,4±0,4  -3,4±0,1 (AB)  

ZnTMPP  10±1 (D)  2,5±1,7  76±5 (ABC)  0,2±0,1  -3,0±0,1 (A)  

Parâmetros: T1/2, tempo para 50% de hemólise; Hmin, hemólise com MO no escuro; Hmáx, 

hemólise máxima atingida; dx, inclinação da curva sigmoidal; Log P, proporcional ao 

coeficiente de partição. 

*Significância estatística: em cada coluna, os dados que não são indicados com letras 

maiúsculas em comum são significativamente diferentes com P < 0,05. Não há diferença 

significativa entre os parâmetros Hmin e dx das amostras. 

 

Com base nos valores da Tabela 1, foi feito um gráfico da correlação entre T1/2 e 

o Log PO/W. Como mostrado na Figura 13: 
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Figura 13- Gráfico de correlação T1/2 vs Log PO/W e ajuste linear. Os símbolos 

indicados com x se referem aos dados dos FS contendo Zinco. Equação: Log PO/W = –

1,952 – 0,053 T1/2. 

Nota-se do gráfico da Figura 12 que a correlação foi fraca com um coeficiente   

R = 0,48 e que os FS contendo o zinco não seguiram o mesmo comportamento dos 

outros FS. Os valores de Log PO/W dos FS com zinco foram semelhantes, mas os valores 

de T1/2 muito diferentes. Por isso foi realizada uma nova análise contendo apenas os 

dados dos FS na sua forma base livre, sem zinco (Figura 14). Neste caso, o coeficiente 

de correlação foi maior com R2 = 0,93, sugerindo que entre os FS, na sua forma base 

livre, os mais agressivos aos eritrócitos são aqueles com maior afinidade por membrana. 

Assim, a PPIX que foi FS mais lipofílico, também foi o FS na forma base livre que teve 

a maior eficiência foto-hemolítica. 
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Figura 14- Gráfico de correlação T1/2 vs Log PO/W e ajuste linear para os FS 

sem Zinco. Equação: Log PO/W = –0,115 – 0,145 T1/2. 

 

Para uma melhor compreensão da hemólise causada pela irradiação, foi 

realizado outro teste hemolítico, onde acrescentamos 2 mM de azida sódica (NaN3) no 

tampão fosfato utilizado para diluir o sangue. O restante do experimento da foto-

hemólise foi realizado da mesma forma que realizada previamente, seção 3.3.2. Como 

exemplo, apresentamos na Figura 15 o gráfico do percentual de hemólise em função do 

tempo para a ZnTMPP, com tratamento normal (linha preta) onde o T1/2 foi de 

aproximadamente 10 min e com tratamento com azida (linha vermelha) que o T1/2 

aumentou para aproximadamente 13 minutos. De acordo com os valores do T1/2 para os 

dois tratamentos, observamos que a azida ajuda a combater o processo de hemólise. 
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Figura 15- Gráfico da percentagem de hemólise em função do tempo de 

irradiação causada pelo FS Zn-TMPP em PBS com e sem azida sódica. 

 

4.3. Peroxidação lipídica  
 

Quanto maior a peroxidação lipídica maior a formação de MDA (produto da 

peroxidação) e quando adicionamos TBA maior vai ser a banda de absorção em 532 

nm, conforme mencionado na seção 3.3.3. Na Figura 16 temos duas curvas: a linha 

vermelha representa a porcentagem de hemólise formada pela Znftalocianina em função 

do tempo de irradiação e a linha preta representa a concentração de MDA em função do 

tempo de irradiação. O ponto azul representa a concentração de MDA quando a 

hemólise total é provocada com adição de água milli-Q na amostra, onde vemos que 

praticamente não houve peroxidação. 

Podemos observar uma correlação entre a porcentagem de hemólise e formação 

de MDA causada pela irradiação dos eritrócitos em vários tempos, na presença da Zn 

ftalocianina. O valor de hemólise máxima para a Znftalocianina em quatro minutos de 

irradiação atingiu o pico de aproximadamente 100%, enquanto na formação de MDA é 

observado um pico em 12 minutos com aproximadamente 512 nM, mas em 6 minutos 

parece que a curva já atingiu sua saturação. Já a formação de MDA para a hemólise 

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

0

10

20

30

40

50

60

70

80

 

 

 H
e

m
o
lis

e
 (

%
)

tempo de irradiaçao (min)

 Zn-TMPP

 Zn-TMPP com azida



 

 

35

causada pelo rompimento da membrana por pressão osmótica (provocada por água 

milli-Q) foi de apenas 16 nM, mostrando que a metodologia aplicada na determinação 

da formação de MDA foi eficiente na separação deste composto num sistema contendo 

alta concentração de hemoglobina e membrana isolada.  

Figura 16- Gráfico do percentual de hemólise (linha vermelha) comparado com 

a formação de MDA (linha preta) em suspensão de eritrócitos irradiada na presença do 

FS Zn Ftalo.  

Os dados obtidos para os outros FS estudados neste trabalho estão apresentados 

na Tabela 2. 
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Tabela 2 

Concentração máxima de MDA formada (em nanomolar) e tempo para formação de 50% da 

máxima concentração de MDA (T1/2) em suspensão de eritrócito a 10% de hematócrito, em PBS 

e temperatura ambiente, produzida por irradiação com lâmpada halógena de 200 mW/cm2 e 

presença de 25 µM de MO.  

Moléculas Orgânicas [MDA]máx (nM) T1/2 (min) T1/2 (min) hemólise* 

Carboxiftalocianina  466 22 17±1 

Zncarboxiftalocianina  512 3 1,6±0,6 

TPPS  472 44 25±2 

ZnTPPS  146 36 29±5 

PPIX  1075 28 6,3±0,9 

TMPP  715 28 25±4 

ZnTMPP  591 17 10±1 

*Os valores de T1/2 da hemólise apresentados na Tabela 1 foram colocados aqui para efeito de 

comparação. 

 A possível correlação entre os T1/2 da hemólise e da formação de MDA também 

foi analisada através do gráfico apresentado na Figura 17. Agora a correlação incluindo 

as sete moléculas orgânicas foi relativamente boa, sendo R2 = 0,57 e R = 0,75.  
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Figura 17- Gráfico de correlação entre os T1/2 de hemólise e de formação de 

MDA. Equação: T1/2 (MDA) = 9,061 + 1,006 T1/2 (hemólise). 

 Através desse gráfico, podemos concluir que a foto-hemólise causada pelos FS 

deste trabalho, está diretamente ligada com a sua capacidade de peroxidação lipídica. 

 

4.4. Degradação de BSA 
 

A membrana celular do eritrócito é formada basicamente de lipídeos e proteínas. 

Para compreender a interação do FS com a membrana avaliamos a peroxidação lipídica 

através da técnica de TBARS e a oxidação protéica através da degradação de BSA, na 

qual compreendemos melhor, também, a interação de FS com biomoléculas, já que a 

albumina é a principal proteína de transporte do FS no sangue. 

A Figura 18 mostra um gráfico representativo do decaimento de sinal 

fluorescente da BSA com a porfirina TMPP conforme o tempo de irradiação (painel 

superior), e no gráfico do painel inferior está o decaimento no valor do pico de 

fluorescência (340 nm) como função do tempo de exposição à luz da lâmpada halógena. 

Fazendo um ajuste exponencial nessa curva podemos encontrar a constante de 

degradação, como mostrado na seção 3.3.4 de Materiais e Métodos e no caso do FS 
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TMPP seu valor foi de 0,088 s-1. Os valores das constantes de degradação estão 

apresentados na Tabela 3 para todos os FS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18- Intensidade do sinal fluorescente da BSA a 10 µM + TMPP 10 µM 

para vários tempos de irradiado (Painel superior) e decaimento do sinal fluorescente 

em função do tempo de irradiação (Painel inferior).  

 

Na Figura 19 temos o decaimento exponencial do pico característico da BSA, 

com o tempo para as moléculas orgânicas: TMPP e TPPS em base livre e metalada com 

átomo de zinco em seu anel central. Através deste gráfico podemos observar que a 
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presença do zinco acelera a degradação de BSA e que a TPPS atinge a saturação da 

BSA mais rápido que a TMPP. 
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Figura 19- Curvas de decaimento da intensidade do sinal fluorescente da BSA a 

10 µM + 10 µM de FS como função do tempo de irradiado. 

 

Tabela 3 

Constante de decaimento temporal do sinal de fluorescência da BSA a 10 µM em PBS devido à 

irradiação com lâmpada halógena de 120 mW/cm2 na presença de moléculas orgânicas (10 µM).  

Moléculas Orgânicas Constante de decaimento (s
-1

) 

Zn-Carboxiftalocianina  0,092 ± 0,007 

TPPS  0,158 ± 0,005 

Zn-TPPS  0,300  ± 0,020 

TMPP  0,088 ± 0,002 

Zn-TMPP  0,140 ± 0,002 
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5 DISCUSSÕES 

 

Nesta seção serão apresentadas as discussões dos valores encontrados através 

das diversas técnicas empregadas para uma avaliação e comparação dos FS. 

Ao avaliar a lipofilicidade dos FS apresentado na seção 4.1 e Tabela 1, foi 

observado que os valores do Log PO/W de seis dos FS ficaram entre -4,0 a -2,7, que 

representam um caráter hidrofílico, enquanto que a protoporfirina IX (Log PO/W de -0,9) 

é a menos hidrofílica dentre elas. 

Através da análise estatística feita para os valores do Log PO/W verifica-se que a 

lipofilicidade das MO: a ftalocianina base livre e metalada com zinco, a ZnTPPS,  a 

TMPP base livre e metalada com zinco não tem diferença significativa. As MO que 

apresentam uma lipofilicidade diferenciada foi a TPPS que foi a mais hidrofílica e a 

PPIX que foi a mais lipofílica. 

A introdução do átomo de zinco no anel central da ftalocianina e da TMPP não 

alterou significativamente o caráter hidrofílico destes FS. Contudo, no caso da TPPS a 

presença do metal reduziu seu caráter hidrofílico. 

Quanto à eficiência foto-hemolítica sobre o eritrócito, através da análise 

estatística, apresentada na Tabela 1, verifica-se que o T1/2 da TPPS base livre e metalada 

com zinco e a TMPP não tem diferença significativa, sendo menos eficientes que as 

demais MO. Já o FS com maior T1/2 foi a ftalocianina complexada com zinco, seguida 

da PPIX. A ZnTMPP e a ftalocianina base livre tem uma eficiência foto-hemolítica 

intermediaria quando comparada com o T1/2 dos outros FS. 

A presença do zinco na TPPS não alterou significativamente o tempo de 

irradiação necessário para 50% de hemólise, mas aumentou a eficiência da TMPP, 

reduzindo o T1/2 de 25 para 10 minutos e da ftalocianina, com uma considerável redução 

do T1/2 de 17 para 2 minutos (Tabela 1). Os valores encontrados para o Log PO/W, que 

esta relacionado com a afinidade por membrana, sugerem que o aumento da eficiência 

fotodinâmica proporcionado pelo zinco não foi devido a um aumento na afinidade da 

molécula pela membrana. 

Analisando a possível correlação entre o parâmetro Log PO/W e o T1/2 de 

hemólise, notamos apenas fraca correlação com um coeficiente R de 0,48 (Figura 13). 

Entretanto, notamos que apenas as moléculas contendo zinco não seguiam a correlação 

e que havia correlação para as outras quatro moléculas com R = 0,96 (Figura 14). Estes 
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dados experimentais indicam que para essas moléculas a eficiência fotodinâmica 

aumenta com a maior afinidade por membrana celular. Cavalcanti e col. (2009) [43] 

estudaram a foto-hemólise dos FS Photofrin®, Photogem®, Photosan® e 

Photodithazine®, irradiando a suspensão de eritrócito com LED de 630 nm e medindo o 

parâmetro T1/2. Os autores também mediram o Log PO/W, encontrando valores de -0,22 a 

+0,20. Através dos valores encontrados por Cavalcante e col. (2009), nós calculamos o 

coeficiente de correlação de T1/2 versus Log PO/W, para os derivados de porfirina 

utilizados por eles, que foi R = 0,77. Assim, os autores encontraram que para os quatro 

FS estudados as maiores eficiências de foto-hemólise foram das moléculas com maiores 

afinidades por membrana [43]. Isso pode ser explicado porque segundo Tomazini e col. 

[58] a solubilidade do FS, a hidro ou lipofílicidade, assim como a quantidade de cargas 

periféricas e o tamanho da molécula determinam a difusão do FS na célula.  

Um bom FS seria um composto com forte absorção da luz na região visível do 

espectro eletromagnético, alto rendimento quântico de formação de estados tripletos e 

longo tempo de vida, o que pode facilitar uma alta eficiência de formação de oxigênio 

singlete (1O2) [59]. Não deve ser tóxico na ausência da luz, teria uma maior 

concentração no tecido alvo e seria eliminado do corpo facilmente para evitar foto-

sensibilização da pele [60-61]. Se por um lado os FS de caráter mais hidrofílico são 

menos eficientes devido à menor afinidade por membrana [61], por outro lado, tendo 

uma melhor solubilidade em água, são de mais fácil distribuição pelo corpo e também 

de mais fácil eliminação. A inserção de moléculas muito hidrofóbicas no organismo 

humano muitas vezes requer o uso de nanocarreadores e também essas moléculas 

podem se acumular nos tecidos aumentando o nível de toxidade. É conhecido que a 

ftalocianina de zinco tem alta eficiência fotodinâmica, devido ao íon metálico central Zn 

(II), cuja camada d está totalmente preenchida, fazendo com que o estado tripleto da 

molécula tenha vida longa, o que é essencial para a geração de grande quantidade de 

EROs [62-63]. Segundo Lutton e col. [64] o átomo de metal central da porfirina 

desempenha um papel importante na determinação das propriedades fisiológicas e 

farmacológicas dos complexos de porfirina.  Segundo Tomazini e col. a presença de um 

metal central e o grau de sulfonação, ou outros substituintes periféricos que aumentem a 

solubilidade da molécula, parecem influenciar a capacidade de fotossensibilização [58]. 

Pavani e col. [61] estudaram os efeitos fotodinâmicos associados à 

hidrofobicidade e inserção de zinco em porfirinas sobre mitocôndrias isoladas e células 

HeLa. A eficiência fotodinâmica foi diretamente proporcional à afinidade das porfirinas 
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por membrana e não houve uma boa correlação com a acumulação nas mitocôndrias. 

Este fato indica que a interação do FS com a membrana celular é um fator chave para 

alcançar maior eficiência na PDT. A presença de zinco diminuiu a interação das 

porfirinas com a mitocôndria, explicado pelas características particulares da membrana 

interna mitocondrial, e aumentou a interação com a membrana citoplasmática, levando a 

uma melhor eficiência fotodinâmica [61]. Em nosso trabalho a presença do zinco 

aumentou a eficiência fotodinâmica nas bases da ftalocianina e TMPP, mas não 

aumentou o caráter hidrofílico dessas bases, sugerindo que mesmo sem mudar o caráter 

hidrofílico destes FS, de alguma forma o zinco favoreceu a interação deles com a 

membrana. Uma vez que o principal causador dos danos é o oxigênio singlete, que 

possui um tempo de vida relativamente curto (10-6 a 10-9 s), sua eficiência é 

considerável quando é gerado no interior de membrana ou em sua proximidade [61]. 

Entretanto, este último argumento parece não ser totalmente necessário desde que o 

oxigênio singlete é de rápida difusão e no tempo de vida de 1 µs pode ter um caminho 

livre médio de 100 nm, o que corresponde a mais de 20 vezes a espessura de uma 

membrana celular [65]. 

A PDT se baseia na formação de duas classes de EROs, uma criada através da 

transferência de elétrons (reação do tipo I) e a outra por transferência de energia (reação 

do tipo II) [14]. A transferência de elétrons para a molécula de O2 pode produzir 

superóxido (O2
-.

), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (
.
OH) e radicais 

lipídicos [66]. Na reação do tipo II, a transferência de energia para o O2 resulta na 

formação de oxigênio singlete (1O2) [14]. O oxigênio singlete é considerado o mais 

importante formador de EROs, podendo oxidar lipídios, proteínas e ácidos nucléicos e 

alterar irreversivelmente as atividades metabólicas, resultando na morte celular [66-67]. 

Neste trabalho observamos que a azida sódica reduz o T1/2 do potencial hemolítico dos 

FS. A azida é um inibidor da catalase que protege os eritrócitos do estresse oxidativo 

gerado com o peróxido de hidrogênio [24]. Tem sido demonstrado que na presença de 2 

mM de azida na suspensão de eritrócito, apenas 30 µM de H2O2 foi suficiente para 

causar hemólise, entretanto, na ausência de azida nem mesmo 10 mM de H2O2 causou 

hemólise [24]. É conhecido que a azida é um eficiente supressor de oxigênio singlete 

[68], de modo, em nossos experimentos este último papel foi mais importante que o de 

inibidor da catalase. No trabalho de Cavalcante e col. [43], também foi avaliado o efeito 

fotodinâmico de diferentes derivados de porfirina, com diferentes lipofilicidades, em 
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eritrócitos e foi demonstrado que o manitol não reduziu o T1/2 de hemólise. Como o 

manitol é um inibidor de radicais livres e não inibe o oxigênio singlete [43], este 

resultado indica que os danos provocados pelos FS nos eritrócitos foram em grande 

parte devido a formação das reações do tipo II, ou seja, iniciada a partir do oxigênio 

singlete. 

Ion e col. (2012) [69] aplicaram terapia fotodinâmica usando o sistema 

nanocarreador que emprega a combinação do fulereno C60, PVP (um polímero solúvel 

em água) e TMPP em ratos Wistar subcutaneamente inoculados com Carcinoma de 

Walker 256. Os animais foram irradiados no comprimento de onda λ = 685 nm por 15 

minutos, 24 h após a administração intraperitoneal de 10 mg do FS/kg de peso corporal. 

Após a PDT os índices de peroxidação lipídica e oxidação de proteína foram avaliados 

no plasma sanguíneo e no homogenato do tumor usando os ensaios de TBARS e 

carbonila de proteína (método para quantificar a oxidação de proteínas [70-71]) e 

encontraram um aumento em ambos os índices [69]. Gomes e col. (2013) [72] 

estudaram os efeitos fotodinâmicos da galatoporfirina catiônica contra duas bactérias 

ambientais, Micrococcus sp. e Pseudomonas sp., que são resistentes ao estresse 

oxidativo induzido por UV-B. As amostras foram irradiadas com lâmpada de 

quartzo/halogênio e fibra ótica filtrando a faixa de 400 a 800 nm. Interessante que a 

formação de MDA e carbonila com 5 minutos de irradiação foi bem menor do que com 

15 minutos. Em nosso trabalho foi observado um comportamento similar na formação 

de MDA, mostrando curva sigmoidal com o tempo de irradiação. Isso sugere que o 

processo oxidativo precisa de certo tempo inicial até desencadear um ataque mais 

pronunciado sobre as células, dando a idéia de danos acumulativos.  

A formação de MDA indica a ocorrência de peroxidação dos ácidos graxos poli-

insaturados e a membrana plasmática deve ser o maior alvo do FS [72]. Gomes e col. 

[72] encontraram que a formação de MDA e carbonila seguem similar dependência 

temporal, sugerindo que a peroxidação lipídica e oxidação de proteínas ocorrem ao 

mesmo tempo e ambos os componentes são atingidos pelo estresse oxidativo na 

membrana. Nossos resultados indicaram uma correlação entre a dependência temporal 

do potencial hemolítico e da formação de MDA, sugerindo que os principais efeitos dos 

FS estudados foram um ataque sobre a membrana dos eritrócitos. Para confirmar que os 

FS danificaram a membrana do eritrócito através da peroxidação lipídica, nós 

realizamos medições da rigidez induzida na membrana, que é um indicativo seguro da 

peroxidação [33-36]. Estas medidas foram realizadas usando a espectroscopia de 
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Ressonância Paramagnética Eletrônica (RPE) do marcador de spin 5-doxil estearato e 

estão apresentadas no Apêndice A, já que neste trabalho não enfocamos o uso desta 

técnica. 

Analisando os valores da Tabela 2, seção 4.3, verifica-se que as MO com maior 

formação de MDA foram a PPIX e a TMPP seguidas da ZnTMPP e Zn ftalocianina. Os 

FS com pouca formação de MDA foram: TPPS, ftalocianina e Zn TPPS. Já no caso da 

degradação de BSA, analisando os valores da Tabela 3, seção 4.4, verificou-se o 

contrário. As MO com menor formação de MDA foram as que tiveram uma constante 

de degradação de BSA maior: TPPS e ZnTPPS. Estes valores mostram que o 

mecanismo de ação de cada FS na foto-hemólise é diferente, alguns atacam mais através 

da peroxidação lipídica e outros através da oxidação protéica. 

Em proteína, o oxigênio singleto degrada seletivamente o triptofano numa 

reação rápida. Esse aminoácido pode ser deteriorado por outras EROs, mas é 

particularmente sensível ao 1O2, o que possibilitaria quantificar a quantidade de 

oxigênio singlete produzido pelo FS através de curva de calibração utilizando medidor 

de consumo de oxigênio e ensaio colorimétrico para detectar a degradação do triptofano 

[73,67]. Nossos dados sobre a degradação do sinal fluorescente da BSA, essencialmente 

o sinal do triptofano, indicaram que os FS estudados sob irradiação com lâmpada 

halógena levaram a um decaimento exponencial com o tempo de irradiação. As 

amostras contendo zinco aceleraram o processo (Tabela 3).  No entanto, não houve 

correlação entre as constantes de decaimento do sinal fluorescente da BSA dos FS e 

seus valores de T1/2 nos testes de hemólise, indicando que os FS mais eficientes no 

ataque ao eritrócito podem ser menos eficientes na degradação da BSA.   

Borissevitch e col. [74] calcularam a constante de ligação de BSA com as 

porfirinas TPPS e TMPP para diferentes pH. Para o pH 5 a constante de ligação da 

TPPS e TMPP foi respectivamente: 1,5 x 108 M-1 e 7,3 x 105 M-1. No pH 8,5 a constante 

de ligação foi 3,2 x 106 M-1 para a TPPS e 1,8 x 106 M-1 para a TMPP. Em nosso 

trabalho a TPPS teve uma constante de degradação maior que da TMPP, este efeito 

deve estar associado à maior constante de ligação da TPPS à BSA do que da TMPP. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho comparamos as eficiências fotodinâmicas de sete FS em 

suspensão de eritrócitos irradiada com lâmpada de xenônio. Dois FS são derivados da 

ftalocianina, sendo um contendo zinco e outro na base livre, cinco são derivados da 

porfirina, sendo dois contendo zinco, dois na base livre e a protoporfirina IX. Nossos 

principais objetivos foram entender melhor os mecanismos de ação dos FS para 

provocar hemólise e investigar o efeito da presença de zinco nos FS. Nossas principais 

conclusões foram: 

• A dependência temporal dos efeitos hemolíticos dos FS foi tipo curva sigmoidal, 

indicando que os efeitos oxidativos dos FS foram se acumulando ao longo do tempo e 

de repente houve o rompimento da membrana do eritrócito atingindo o percentual 

máximo de hemólise.  

• Os FS Zn ftalocianina e PPIX foram os que tiveram maior eficiência foto-hemolítica. 

• O coeficiente de correlação entre os T1/2 de hemólise e Log PO/W dos FS foi baixo (R = 

0,48). Entretanto, o coeficiente dos quatro FS não contendo Zinco foi bom (R = 0,96). 

Mostrando que Para os FS na base livre a eficiência fotodinâmica aumenta com a maior 

afinidade por membrana celular. 

• O zinco aumentou muito a eficiência hemolítica dos FS na base da ftalocianina e 

mostrou um aumento considerável em uma das bases da porfirina (TMPP), na outra 

base da porfirina (TPPS) não apresentou alteração significativa. 

• O coeficiente de correlação entre os T1/2 de hemólise e formação de MDA (indicativo de 

peroxidação lipídica) dos FS foi bom (R = 0,75), indicando que o ataque dos FS ao 

eritrócito se deu principalmente pela peroxidação de ácidos graxos insaturados da 

membrana citoplasmática.   

• A azida sódica aumentou os T1/2 de hemólise, indicando que sua ação como supressor 

de oxigênio singleto foi mais importante de como inibidor da catalase. Este dado sugere 

que a formação de oxigênio singleto foi um importante formador de EROs para atacar a 

membrana do eritrócito. 

• A peroxidação lipídica da membrana do eritrócito foi também comprovada pela técnica 

de RPE (Apêndice A). 
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• Os FS que tiveram menor formação de MDA (TPPS, Zn TPPS) foram os que tiveram as 

maiores constantes de degradação do BSA.  

• A cinética de degradação da BSA medida pelo espectro fluorescente da BSA com 

excitação na região do triptofano indicou que os FS contendo zinco são mais agressivos. 

• Não houve correlação entre os T1/2 de hemólise e degradação da BSA, sugerindo que os 

mecanismos de degradação da BSA pelos FS não envolveram apenas a formação de 

EROs, mas que talvez sejam dependentes das interações dos FS com a BSA. 

• Em nosso trabalho a TPPS teve uma constante de degradação de BSA maior que da 

TMPP, este efeito deve estar associado à maior constante de ligação da TPPS à BSA do 

que da TMPP. 

• Algumas perguntas ficaram sem respostas, por exemplo, não há uma explicação para o 

período latente que os FS ficam sem causar efeito no eritrócito antes de dar início ao 

processo de hemólise. Outro exemplo é o fato de dois FS contendo zinco terem o efeito 

fotodinâmico aumentado em relação às suas bases livres, sendo que o caráter hidrofílico 

dessas bases não foi modificado. 
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Para tentar a publicação de um artigo, as medidas de formação de MDA e de 

degradação da BSA precisam ser repetidas mais duas vezes para realização de análise 

estatística.  

A técnica de RPE poderia ser utilizada para medir também os danos das 

proteínas de membrana dos eritrócitos, usando marcador de spin específico para 

proteína de membrana.  

A oxidação das proteínas de membrana também poderia ser medida usando o 

ensaio que quantifica as carbonilas de proteína. 

Estes estudos poderiam ser repetidos usando outras células como os parasitos da 

leishmania (com vistas ao tratamento da leishmaniose cutânea), bactérias e células 

tumorais. 
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8 APÊNDICE A 

 

A espectroscopia de RPE do marcador de spin 5-doxil estearato (5-DSA) foi 

utilizada para avaliar a fluidez da membrana de eritrócito. A peroxidação lipídica torna 

a membrana rígida [33-36], permitindo identificar se os FS utilizados neste trabalho 

levaram o eritrócito a este efeito. 

Foi utilizado o espectrômetro de EPR E 500 da Bruker (Alemanha) alocado no 

Instituto de Física da UnB, equipado com a cavidade retangular de banda-X. As 

condições de operação foram: campo magnético, 3480 G; varredura de campo 

magnético, 100 G; constante de tempo, 10 µs; tempo de varredura, 4 minutos; amplitude 

de modulação, 1 G e temperatura, 25oC. As amostras da suspensão de eritrócito com 

determinado tempo de irradiação foram introduzidas em capilares que foram selados por 

chama para a realização das medidas de RPE.  

Na Figura 20 estão mostrados os espectros de RPE para uma amostra de controle 

(suspensão irradiada sem FS) e com a PPIX 40 minutos de irradiação. O parâmetro 2A// 

aumenta com a redução de mobilidade ou peroxidação da membrana. A peroxidação 

leva a um aumento máximo de 2 G [33-36] e a presença dos FS causaram aumentos em 

torno de 1 G, mas somente para tempos de irradiação acima de T1/2.  

 

 

 

 

Figura 20- Espectros de RPE do 

marcador de spin 5-DSA em 

membrana de eritrócito irradiada 

por 40 minutos sem FS (Controle) 

e com o FS PPIX. 

 

57,3

56,3

2A
//
 (G)

PPIX 40 min

2A
//
 

Controle



 

 

49

Tabela 4  

Parâmetro de RPE desdobramento hiperfino máximo (2A//) do marcador de spin 5-DSA em 

membrana de eritrócito. A suspensão de eritrócito foi irradiada com e sem a presença de vários 

FS. 

Moléculas Orgânicas Tempo (min) 2A// (G) 

     Controle (n =6) 40 56,2+0,3 

     Carboxiftalocianina 40 57,0 

     Zncarboxiftalocianina 20 57,1 

     TPPS 40 57,3 

     PPIX 30 57,0 

     PPIX 40 57,3 

     TMPP 40 57,3 

     ZnTMPP 30 57,2 
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