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RESUMO 

 

A terapia fotodinâmica (TFD) é um tratamento para câncer e certas patologias não malignas, 

que são geralmente caracterizadas por crescimento excessivo de células indesejáveis ou 

anormais. Esta técnica utiliza um fotosensibilizador, luz e o oxigênio para inativar células. 

Neste trabalho foram estudados os efeitos fotodinâmicos dos fotosensibilizadores sintéticos 

ftalocianina de cloroalumínio, ftalocianina de zinco, azul de metileno e azul de toluidina além 

do extrato bruto e parcialmente fracionado de Bidens sulphurea, conhecida como “picão 

laranja” sobre culturas de Saccharomyces cerevisiae, pois esta levedura possui uma 

proximidade muito grande em termos energéticos e estruturais de células cancerígenas. Para 

potencializar a atividade dos fotosensibilizadores foram utilizados aditivos, como proteínas 

aglutinantes de Moringa oleifera e também houve o encapsulamento destes 

fotosensibilizadores em lipossomas de fosfatidilcolina contendo como aditivos o colesterol, 

polietilenoglicol e albumina. Foram padronizados também os tempos de incubação, 

irradiação, distância dos aparelhos de irradiação às células alvo, e concentração inibitória 

mínima dos fotosensibilizadores. Os resultados mostraram que as proteínas aglutinantes de 

Moringa oleifera Lam foram mais eficientes na entrega de drogas que os lipossomas. Os 

extratos de Bidens sulphurea se mostraram eficientes para a inativação fotodinâmica, sendo 

uma potencial fonte para a busca de novos fotosensibilizadores.  

 

Palavras-chave: Inativação fotodinâmica, Fotosensibilizadores, Lipossomas. 
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ABSTRACT 

 

Photodynamic therapy (PDT) is a treatment for cancer and certain non-malignant diseases, 

which are generally characterized by overgrowth of unwanted or abnormal cells. This 

technique uses a photosensitizer, light and oxygen to inactivate cells. In this work the 

photodynamic effects of synthetic photosensitizers chloroaluminum phthalocyanine, zinc 

phthalocyanine, methylene blue and toluidina blue and crude and parcially fracionated 

extracts of Bidens sulphurea, known as "Picão laranja" over Saccharomyces cerevisiae 

cultures was studied, because this yeast has a great energetic and structural similarity to 

cancer cells. To enhance the activity of the photosensitizers were used additives as Moringa 

oleifera agglutinating protein and albumin and these drugs were also encapsulates in 

phosphatidylcoline liposomes with cholesterol, poliethyleneglicol and albumin. The times of 

incubation and irradiation, the distance between the irradiation systems and the cells and the 

minimum inhibitory concentration of the photosensitizers were also standardized. The results 

showed that the Moringa oleifera agglutinating proteins were more efficient than liposome as 

Drug Delivery Systems. The extracts of Bidens sulphurea showed to be efficient to the 

photodynamic inactivation, being a potential source for the search for new photosensitizers. 

 

 

 

Keywords: Photodynamic Inactivation, Photosensitizers, Liposomes. 
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I. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

1. Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) 

Grande parte dos organismos vivos atualmente são dependentes de oxigênio para 

desempenhar suas funções vitais devido a uma adaptação à superfície terrestre, rica em 

oxigênio e todos estes organismos utilizam oxigênio para gerar trifosfato de adenosina, mais 

conhecido como ATP, que é a fonte de energia química utilizada para realização de processos 

metabólicos (BUONOCORE; PERRONE e TATARANO, 2010). A otimização na produção 

de energia ocasionou a geração de subprodutos extremamente reativos, conhecidos como 

espécies reativas de oxigênio (ERO) (RIBEIRO, 2005). Estas espécies são conhecidas 

também como radicais livres que são substâncias altamente reativas capazes de dar início a 

reações em cadeia envolvendo diversos processos principalmente biológicos (BIANCHI e 

ANTUNES, 1999). Além das espécies reativas de oxigênio existem as espécies reativas de 

nitrogênio (ERN), carbono e enxofre, porém estas possuem uma menor importância biológica 

por serem produzidas em baixíssimas quantidades (BUONOCORE; PERRONE e 

TATARANO 2010). 

As espécies reativas de oxigênio apresentam normalmente orbitais vazios ou 

semipreenchidos, o que faz com que as mesmas reajam facilmente (Figura 1). 

 

 

                         Oxigênio          Superóxido       Peróxido de Hidrogênio     Oxigênio Singlete 

 

Figura 1. Distribuição eletrônica de spins no orbital externo de diferentes espécies reativas de 

oxigênio. Oxigênio (O2), ânion superóxido (O2
•-
), peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio 

singlete (
1
O2). 

 

As principais espécies reativas de oxigênio estão descritas na Tabela 1 juntamente com 

a natureza, a geração e o destino de espécies radicalares (ou seus intermediários) 

biologicamente importantes. 
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Tabela 1 - Natureza, geração e destino de espécies radicalares (ou seus intermediários) 

biologicamente importantes. 

Espécies derivadas do oxigênio 

Ânion-radical 

Superóxido - O2
•-
 

Gerado continuamente por diversos processos celulares ou pela 

redução monoeletrônica de O2. Rapidamente desaparece em solução 

aquosa por reação de dismutação. Sua habilidade em reduzir Fe
3+

 a 

Fe
2+

 pode acelerar a reação de Fenton. É um oxidante fraco, porém 

pode formar ERN. É permeável a membranas. Em fagócitos, como 

neutrófilos e macrófagos, é um dos microbicidas mais importantes. 

Peróxido de 

hidrogênio - H2O2 

Intermediário formado pela reação de dismutação de O2
•–

 catalisada 

pela enzima Superoxidodismutase (SOD), pela redução de 2e
-
 na 

molécula de O2 e pela ação de diversas enzimas oxidases in vivo. É 

muito difusível em células in vivo. É um fraco agente oxidante 

quando comparado às outras espécies e um fraco agente redutor, 

reage lentamente com proteínas heme e peroxidases para iniciar 

reações radicalares.  

Radical hidroxila  

•
OH 

É o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e para o qual, uma 

vez formado, o organismo humano não dispõe de mecanismo de 

defesa, reage com uma série de endobióticos, causa modificação no 

DNA, danos nas proteínas e inativação enzimática.  

Radicais 

peroxila (RO2
•
) 

alcoxila (RO
•
) 

Formados durante a decomposição de peróxidos orgânicos e reações 

de carbono radicalar com oxigênio, como na peroxidação lipídica. 

Oxigênio singlete  

1
O2* 

Estado eletronicamente excitado do oxigênio. Reage com um grande 

número de moléculas biológicas, incluindo lipídeos da membrana. 

1
O2* pode ser gerado, entre outras reações, por transferência de 

energia a partir de um sensibilizador S, no estado excitado tripleto 

(3S*) para o oxigênio 
3
O2. 

Ozônio O3 

Produzido no ar atmosférico poluído e por fonte de luz intensa de 

algumas fotocopiadoras e outros equipamentos. É extremamente 

danoso ao pulmão, oxidando rapidamente proteínas, DNA e lipídeos. 

Fonte: VASCONCELOS et al, 2007. 
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Apesar de estas espécies serem citotóxicas e responsáveis pelo envelhecimento e 

desgaste celular (RIBEIRO et al, 2005), as EROs também podem desempenhar importante 

papel no organismo em relação ao funcionamento do sistema imunológico (LEITE e SARNI, 

2003). Estas espécies também atuam como sinalizadores celulares e podem ser indicadores 

para ativação de células do sistema imune, ou interpretadas como sinal para o suicídio celular, 

chamado de apoptose (WANG e YOULE, 2009; GREEN e REED, 1998).  

 

Figura 2. Sequencia de EROs produzidas pelo ganho de elétrons ou prótons. 

 

2. Terapia fotodinâmica (TFD) 

2.1. Histórico da TFD 

A TFD, embora ainda pouco utilizada atualmente, tem registros de utilização 

milenares. Há mais de 4000 anos os egípcios começaram a utilizar esta terapia através de 

ingestão de plantas contendo psoralenos e luz solar para tratar doenças como o vitiligo 

(STERNBERG e DOLPHIN, 1998). 

Em 1900, Raab observou a inativação de organismos do gênero Paramecium através 

da ação de corantes de acridina e luz, sendo a primeira vez que esta técnica foi descrita. 

Finsen, em 1901, demonstrou que a radiação solar poderia ser utilizada para controlar 

infecção por Lupus vulgaris, conhecida como tuberculose cutânea, que afeta principalmente 

pessoas que tiveram contato prévio com Mycobacterium tuberculosis, agente da tuberculose. 

Em 1903, Tappenier e Jesionek observaram a inativação fotodinâmica de protozoários Em 

1913 Meyer-Betz fez uma autoinjeção de 200 mg do que ele pensava ser hematoporfirina pura 

e não sentiu nenhum efeito, porém ao se expor à luz teve fotosensibilidade na pele por vários 

meses (STERNBERG e DOLPHIN, 1998). Em 1924, Policard mencionou a utilização 

potencial de porfirinas, combinada com a presença de oxigênio e aplicação de luz, no 

tratamento de tumores malignos. O que estes autores observaram veio, posteriormente, a se 
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constituir numa forma alternativa para o tratamento de alguns tipos de cânceres e de outras 

moléstias, conhecida como Terapia Fotodinâmica, do inglês “Photodynamic Therapy” (PDT) 

e também em um excelente método para inativação de micro-organismos, a inativação 

fotodinâmica (IFD), do inglês “Photodynamic Inactivation” (PDI) (SPESIA et al, 2009). 

Em 1976, Weishaupt e colaboradores postularam que o oxigênio singlete, gerado por 

sensibilização, a partir da transferência de energia do agente fototerapêutico no estado triplete 

excitado para o oxigênio molecular no estado fundamental, era o agente citotóxico 

responsável pela inativação de células tumorais (WEISHAUPT; GOMER e DOUGHERTY, 

1976). Em fins dos anos 70, a partir dos trabalhos de Dougherty e colaboradores, a TFD 

passou a ser reconhecida como uma alternativa para o tratamento de câncer, tendo sido 

empregada com sucesso no tratamento de tumores, além de outras condições clínicas 

(DOUGHERTY et al, 1978). 

 

2.2. Mecanismos de ação fotodinâmica 

O princípio básico da TFD é a geração de agentes citotóxicos através da interação 

dinâmica entre um fotosensibilizador (S) excitado por luz em comprimento de onda 

específico. A absorção de fótons pelo fotosensibilizador gera a ativação destes compostos, 

levando estas moléculas a uma instabilidade química, com a mudança do padrão de 

organização eletrônica normal. A tendência natural de qualquer composto em um estado 

excitado eletronicamente é retornar ao seu estado fundamental, pois ele é energeticamente 

mais favorável. Este retorno ao estado fundamental ocorre com emissão de energia na mesma 

intensidade da energia de absorção do fóton absorvido (LUKISIENE, 2003). 

Os dois principais mecanismos envolvidos são os de transferência de elétrons ou 

transferência de energia frequentemente chamados de Tipo I e Tipo II, respectivamente. 

Qualquer um dos dois mecanismos envolve a reação do fotosensibilizador no seu 

estado triplete: 

Mecanismo Tipo I 

O mecanismo do tipo I tem como característica a geração de um radical ou reação 

redox na qual o fotosensibilizador, excitado ao estado triplete (
3
S), reage com uma molécula 

vizinha (A) por transferência de elétron ou de um átomo de hidrogênio. 

 

3
S + A  S

•-
 + A

•+
          (1) 
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Uma alternativa, que também pode ocorrer nos mecanismos do Tipo I é descrita nas 

equações 2 e 3, onde o fotosensibilizador já no estado triplete excitado transfere energia e 

elétrons ao oxigênio molecular. Nesta situação tanto o íon-radical oxigênio formado, quanto o 

próprio fotosensibilizador que já executou a transferência de elétrons, pode reagir com o 

substrato A. 

 

3
S + 

3
O2  S

+
 + O2

•-          
(2) 

S
+
 + A  S0 + A

•+
          (3) 

 

Assim, qualquer um dos produtos gerados são passíveis de promover a oxidação da 

molécula. A oxidação pode ocorrer por reação direta entre o radical da molécula vizinha e 

oxigênio molecular (equação 4). Essas oxidações ocorrem pela formação de complexos 

excitados. Podem ocorrer desativações das próprias, ou desativação do fotosensibilizador na 

reação com oxigênio molecular (equações 5 e 6). 

 

A
•+

 + 
3
O2  Produtos oxidados        (4) 

S
•-
 + 

3
O2  S0 + O2

•-          
(5) 

O2
•-
 + A  Produtos oxidados        (6) 

 

A ocorrência de S
•-
 e A

•+
 ou S

•+
 e A

•-
 dependerá das propriedades redox de cada 

molécula (MACHADO, 2000; KAVARNOS e TURRO, 1986). 

 

Mecanismo Tipo II 

O mecanismo do tipo II é designado também por processos de transferência de 

energia. O processo pelo mecanismo de tipo II mais conhecido é a oxidação via formação 

oxigênio singlete (
1
O2): 

 

3
S + 

3
O2  

1
S0 + 

1
O2          (7) 

1
O2 + A  Produtos oxidados       (8) 

 

É observado que os processos do Tipo II devam ser predominantes, uma vez que os 

mecanismos do tipo I tendem a ser muito rápidos porque a sobreposição de orbitais 
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envolvidos, durante a formação do complexo excitado, é máxima. (KAVARNOS e TURRO, 

1986). Os processos tipo I e tipo II são mostrados na Figura 3. 

 

Figura 3. Mecanismos de ação fotodinâmica. (MÜLLER, 2006). 

 

2.3. Mecanismos de morte celular 

As células possuem diferentes formas de morte celular, algumas consideradas 

programadas, outras não. As principais formas de mortalidade celular são a necrose, a 

apoptose e a autofagia. 

 

2.3.1. Necrose 

Necrose é a morte prematura de células e tecido vivo. É causada por fatores externos à 

célula ou tecido como infecções, toxinas ou trauma. É considerada como contrária à apoptose 

que é uma morte programada da célula. Enquanto a apoptose proporciona efeitos benéficos ao 

organismo, a necrose na maioria das vezes é maléfica e pode ser fatal.  
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A necrose (Figura 4) pode ser induzida por um enorme número de fatores externos 

como pequenos machucados, infecções, câncer, infarto, envenenamento, EROs e inflamações 

(NELSON e COX, 2010).  

 

 

Figura 4. Esquema de necrose. Fonte: imagenex.com/ 

 

Tecido necrótico não sofre as mesmas reações químicas que normalmente o tecido 

apoptótico sofre. A falha repentina de uma parte da célula desencadeia uma cascata de 

eventos. Além da falta de sinais químicos para o sistema imunológico, células em necrose 

podem liberar substâncias químicas nocivas para o tecido circundante. Em particular, as 

células contêm organelas pequenas chamadas lisossomos, que são capazes de digerir material 

celular. Dano à membrana do lisossomo pode desencadear a liberação das enzimas contidas, 

destruindo outras partes da célula. Necrose normalmente começa com inchaço celular, a 

digestão da cromatina, e rompimento da membrana plasmática e das organelas. Necrose tardia 

é caracterizada por hidrólise extensa do DNA, vacuolização do retículo endoplasmático e lise 

celular. A liberação do conteúdo intracelular após a ruptura da membrana plasmática é a causa 

de inflamação em necrose (MAYNOR et al, 1997).  

Recentemente tem se estudado uma nova forma de necrose, a necroptose, onde a 

célula se programa para fazer a necrose através de sinalizadores como os da apoptose 

(GALLUZZI e KROEMER, 2008). 
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2.3.2. Apoptose 

O processo de apoptose (Figura 5) é controlado por uma gama diversificada de sinais 

celulares, que podem ser extracelulares (indutores extrínsecos) ou intracelulares (indutores 

intrínsecos). Sinais extracelulares podem incluir toxinas, hormônios, fatores de crescimento, o 

óxido nítrico ou de citocinas, que deve ou atravessar a membrana plasmática ou realizar uma 

transdução para efeito de uma resposta. Estes sinais podem afetar a apoptose positivamente ou 

negativamente (BRÜNE, 2003). 

 

 

Figura 5. Esquema de apoptose. Fonte: imagenex.com/ 

 

 Uma célula inicia sinalização intracelular de apoptose em resposta a um estresse, o 

que pode provocar o suicídio celular. A ligação de receptores nucleares de glicocorticóides, 

calor, radiação, a privação de nutrientes, a infecção viral, hipóxia e o aumento da 

concentração de cálcio intracelular, por exemplo, dano à membrana, pode desencadear a 

liberação de sinais intracelulares apoptóticos por uma célula danificada (MATTSON e 

CHAN, 2003). Uma série de componentes celulares, tais como poli ribose polimerase ADP, 

também pode ajudar a regular a apoptose (COLLINS, 1998). 

Os sinais apoptóticos devem ativar proteínas reguladoras da via para iniciar a 

apoptose. Este passo permite que os sinais apoptóticos possam causar ou parar o processo de 

morte celular, caso a celula não precise mais morrer. Várias proteínas estão envolvidas, mas 

dois principais métodos de regulação foram identificados: a segmentação funcionalizada de 

mitocôndrias, ou diretamente pela transdução do sinal via proteínas adaptadas para os 

mecanismos apoptóticos. Outra via extrínseca para o início identificado em estudos de toxinas 

diversas é um aumento na concentração de cálcio dentro da célula causado pela atividade da 
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droga, que também pode causar apoptose através de uma protease calpaína vinculada ao 

cálcio (POPOV et al, 2002). 

As mitocôndrias são essenciais para a vida multicelular. Sem elas, uma célula deixa de 

respirar aerobicamente e rapidamente morre, fato explorado por algumas vias apoptóticas. 

Proteínas apoptóticas que visam mitocôndrias afetam-na de diferentes maneiras. Elas podem 

causar inchaço mitocondrial através da formação de poros da membrana, ou elas podem 

aumentar a permeabilidade da membrana mitocondrial e causar a liberação de proteínas pró-

apoptóticas. Estes estão intimamente relacionados com a via intrínseca, e os tumores surgem 

com mais freqüência através de via intrínseca que a via extrínseca por causa da sensibilidade. 

Há também um crescente corpo de evidências indicando que o óxido nítrico é capaz de 

induzir apoptose, ajudando a dissipar o potencial de membrana da mitocôndria e, portanto, 

torná-la mais permeável.  

Proteínas mitocondriais conhecidas como SMACs (pequenas mitocôndrias derivadas 

do ativador de caspases) são liberadas no citoplasma após um aumento de permeabilidade. 

SMAC liga-se a inibidor de proteínas da apoptose (IAPs) e desativa-os, impedindo o IAP de 

deter o processo de apoptose e, portanto, permitindo a ocorrência da mesma. O IAP também 

normalmente suprime a atividade de um grupo de proteases cisteína chamadas caspases, que 

realizam a degradação da célula, portanto, as enzimas de degradação reais podem ser vistas 

por serem indiretamente reguladas pela permeabilidade mitocondrial (CHARUGI, 2002). 

Citocromo c também é liberado a partir da mitocôndria devido à formação de um 

canal, o canal mitocondrial da apoptose induzida (MAC), na membrana externa da 

mitocôndria, e serve uma função reguladora, uma vez que precede mudanças morfológicas 

associadas com apoptose. Uma vez que o citocromo C é liberado, ele se liga com fator de 

ativação de protease apoptótica - 1 (Apaf-1) e ATP, que em seguida, vincula-se a 9-pro-

caspase para criar um complexo de proteínas conhecida como apoptossomo (CHIARUGI e 

MOSKOWITZ, 2002).  

 

2.3.3. Autofagia 

Em biologia celular, autofagia, ou autofagocitose (Figura 6), é um processo catabólico 

que envolve a degradação de componentes próprios de uma célula através do mecanismo 

lisossômico. É um processo estritamente regulado que desempenha um papel normal no 

crescimento celular, desenvolvimento e homeostase, ajudando a manter um equilíbrio entre a 
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síntese, degradação e posterior reciclagem de produtos celulares. É um importante mecanismo 

pelo qual uma célula realoca nutrientes de processos desnecessários a processos mais 

essenciais (NELSON e COX, 2010). 

 

 

Figura 6. Esquema de autofagia. Fonte: imagenex.com/ 

 

Existe uma variedade de processos autofágicos, todos tendo em comum a degradação 

de componentes intracelulares através do lisossomo. O mecanismo mais conhecido de 

autofagia envolve a formação de uma membrana ao redor de uma região de destino da célula, 

separando o conteúdo do resto do citoplasma. A vesícula resultante, em seguida, se funde com 

um lisossomo e, posteriormente, degrada o conteúdo (KUNDU e THOMPSOM, 2008). 

Foi descrita pela primeira vez na década de 1960 (STROMHAOUG e KLIONSKY, 

2001), mas muitas perguntas sobre os processos reais e mecanismos envolvidos ainda 

precisam ser elucidadas. Seu papel na doença não está bem classificado, que pode ajudar a 

prevenir ou impedir a progressão de algumas doenças, como alguns tipos de 

neurodegeneração e câncer (MIZUSHIMA e KLIONSY, 2007), e desempenhar um papel 

protetor contra a infecção por patógenos intracelulares, no entanto, em algumas situações, ele 

pode realmente contribuir para o desenvolvimento de uma doença (LING et al, 2005). A 

Figura 6 apresenta o esquema da autofagia. 

 

2.4. Aplicações da TFD 

A principal aplicação da TFD é no tratamento de diferentes tipos de câncer em 

substituição às técnicas como quimioterapia e cirurgia. Alguns tratamentos já são autorizados 

por órgãos de regulamentação e são amplamente utilizados, alguns estão em fase de testes 

clínicos e outros ainda não são utilizados.  
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Segundo Machado (2000): 

“Clinicamente, a TFD já vem sendo empregada no tratamento dos 

seguintes casos de câncer: bexiga, pulmão, pele (primário e 

metastático do seio), intestino, trato digestivo superior, bexiga, dentre 

outros, assim como também na detecção e delineamento de lesões por 

fluorescência. O câncer superficial de bexiga, por exemplo, é 

frequentemente difícil de ser detectado. No entanto, considerando-se a 

retenção preferencial de agentes fototerapêuticos, esses casos de 

podem ser detectados pela medida de fluorescência do tecido, após a 

administração do agente fototerapêutico. Vários países já aprovaram a 

utilização da terapia fotodinâmica para o tratamento de tumores, 

inclusive o Brasil que autoriza a utilização da técnica para tratamento 

de câncer de pele. Nos Estados Unidos: tratamento paliativo para 

pacientes com tumores totalmente obstrutivos e cânceres de esôfago 

parcialmente obstrutivos onde a terapia a laser, seja considerada 

imprópria; também, certos tipos específicos de câncer de pulmão 

(submetido à FDA em fevereiro de 1997); Na França e Holanda: 

tratamento de câncer de pulmão e esôfago; No Canadá: câncer de 

esôfago, câncer recorrente de bexiga, redução de tumores obstrutivos 

e tratamento paliativo de disfagia em pacientes com câncer de esôfago 

completamente ou parcialmente obstrutivos; No Japão: câncer de 

pulmão em estágio inicial, cânceres gástricos superficiais e em estágio 

inicial, câncer cervical em estágio inicial, displasia cervical; Na 

Holanda: câncer de pulmão obstrutivo e em estágio inicial, câncer 

gástrico e cervical (incluindo displasia cervical), e cânceres 

superficiais gástrico e de esôfago.” 

Além da aplicação para tratamento de tumores, outra aplicação bastante importante da 

TFD é na inativação fotodinâmica de micro-organismos. Neste tipo de aplicação a técnica é 

mais chamada de Inativação fotodinâmica ou Fotoinativação. 

Assim como a TFD, a IFD é um processo no qual a ativação de compostos 

fotoreativos (fotosensibilizantes) por energia luminosa (na presença de oxigênio molecular) 

produz oxigênio singlete e radicais livres que são citotóxicos (IBBOTSON, 2010). Tais 
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espécies reativas são capazes de atacar proteínas, lipídios e ácidos nucléicos, inviabilizando 

células, similarmente ao processo observado inicialmente por Raab (RAAB, 1900). 

Devido à baixa difusibilidade dos radicais formados neste processo, a atividade da 

TFD é confinada imediatamente no local onde se ligou o fotosensibilizador (OCHSNER, 

1997).  

O problema crescente de resistência bacteriana ilustra bem a necessidade de se 

desenvolver novas drogas ou novos procedimentos de tratamento antimicrobiano. Wainwright 

e seus colaboradores demonstraram que a combinação de fotosensibilizadores fenotiazínicos, 

com luz vermelha possui considerável potencial para utilização clínica em desinfecção de 

pele, queimaduras esterilização de sangue e água, etc (WAINWRIGHT et al, 1997). 

Um trabalho de Soukos e colaboradores, utilizando azul de toluidina (TB), um 

fotosensibilizador fenotiazínico da classe do azul de metileno, demonstrou que TB é ativo em 

membranas e seu efeito fototóxico observado em bactérias é negligenciável contra 

queratinócitos e fibroblastos (SOUKOS et al, 2006). 

Minnock e colaboradores utilizando um derivado hidrofílico de ftalocianina (AlPcS2 = 

ftalocianina de alumínio dissulfonato), conseguiram com êxito eliminar 16 cepas de 

Staphylococcos aureus resistente à meticilina (MRSA) epidêmica com baixas doses do 

sensibilizador e usando curtos tempos de irradiação (120s) (MINNOCK et al, 1996). Tal 

evento pode ser bloqueado pela adição de antioxidantes, implicando a participação de 

espécies reativas do oxigênio no processo (STOCKERT e HERKOVITS, 2003). A 

mortalidade celular microbiana é dependente da concentração empregada do 

fotosensibilizador e do tempo de irradiação (ARENAS et al, 2013). 

Estes resultados enfatizam o uso da fotoinativação como um procedimento alternativo 

aos antimicrobianos tradicionais, permitindo uma eliminação do micro-organismo de regiões 

de pele infectadas ou de locais do corpo que possam veicular e disseminar estes micro-

organismos resistentes à antibioticoterapia. E, também, pode ser uma alternativa para a 

inativação de micro-organismos exógenos, como os coliformes fecais. 

A vantagem da fotoinativação de micro-organismos é que o efeito bactericida é rápido, 

altamente localizado, não interferindo com a microflora de outros sítios corpóreos. Como o 

evento citotóxico é dependente da produção de oxigênio singlete e radicais livres, o 

desenvolvimento de resistência ao procedimento é bem pouco provável (KASHEF; 

BORGHEI e DJAVID, 2007). 
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O dano fotoquímico induzido por fotosensibilizadores sobre bactérias gram-positivas 

ocorre principalmente em nível da membrana citoplasmática (BUYTAERT; DEWAELE e 

AGOSTINIS, 2007). Entretanto, os mesmos autores também enfatizam que o DNA 

microbiano pode ser um alvo secundário da TFD, após períodos longos de irradiação. 

É conhecido que bactérias gram-positivas são geralmente mais suscetíveis à TFD 

quando comparado com bactérias gram-negativas. Esta diferença é atribuída à composição da 

parede celular. Bactérias gram-negativas têm uma estrutura complexa da membrana externa 

formada por duas bicamadas lipídicas enquanto gram-positivas possuem uma única bicamada 

e uma camada externa relativamente permeável (CHO e SALTON, 1964). 

Fotosensibilizadores neutros ou negativamente carregados não são hábeis em penetrar a 

barreira da bactéria gram-negativa, entretanto fotosensibilizadores catiônicos se ligam 

fortemente e conseguem exercer o efeito fotodinâmico (MERCHAT et al, 1996). 

Outras aplicações conhecidas da TFD são no combate à psoríase, uma doença 

autoimune onde os pacientes têm feridas em todo o corpo e a terapia fotodinâmica trata estas 

feridas, degeneração macular da retina, arteriosclerose, restenose, remoção de verrugas 

internas, tratamento de infecções fúngicas, tratamento de infestações bacterianas 

multiresistentes, herpes, onicomicose, odontologia entre outras aplicações (MACHADO, 

2000). 

 

2.5. Fotosensibilizadores para a TFD. 

Diversos tipos de fotosensibilizadores podem ser utilizados na IFD, podemos citar as 

porfirinas (HUDSON; SAVOIE e BOYLE, 2005), protoporfirinas (TYRRELL; CAMPBELL 

e CURNOW, 2010), ftalocianinas (BUYTAERT; DEWAELE e AGOSTINIS, 2007), eosinas 

(FEHR et al, 1996), fenotiazínicos (TARDIVO et al, 2005), clorinas (HARVEY et al, 2005), 

feofitinas (LI et al, 2011), hipericina (THONG et al, 2006) entre outros. Estes compostos 

podem ser usados se possuírem as seguintes características (MACHADO, 2000): 

i) características fotofísicas favoráveis;  

ii) baixa toxicidade no escuro (baixa citotoxicidade);  

iii) fotosensibilidade não prolongada;  

iv) simplicidade na formulação, reprodutibilidade e alta estabilidade 

do formulado (tempo mínimo de 2 anos) que, geralmente, é mantido 

seco, bastando ao médico adicionar água ou soro fisiológico e agitar;  
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v) farmacocinética favorável (rápida eliminação do corpo);  

vi) facilidade de manuseio sintético que permita efetuar modificações 

para otimizar as propriedades desejáveis;  

vii) facilidade de obtenção em escala industrial a custos reduzidos e 

com boa reprodutibilidade;  

viii) facilidade de análise total dos componentes da fórmula, inclusive 

com fornecimento de roteiros de validação e  

ix) alta afinidade e penetração no tecido doente em detrimento do 

tecido saudável (seletividade). 

A seguir serão descritas as principais classes de fotosensibilizadores disponíveis atualmente 

para utilização em terapia fotodinâmica e inativação fotodinâmica. 

2.5.1. Porfirinas: 

As porfirinas (Figura 7) são pigmentos de cor púrpura e de origem natural. A estrutura 

em anel da porfirina é a razão pela qual todos os derivados porfíricos absorvem luz a um 

comprimento de onda próximo dos 410 nm, dando-lhes a sua cor característica. São moléculas 

orgânicas com estrutura geral de macrociclo tetrapirrólico mostrada na Figura 7 (HUDSON; 

SAVOIE e BOYLE, 2005). 

Os fotosensibilizadores mais utilizados em TFD do câncer são os derivados de 

hematoporfirina, sendo Photofrin® (Canadá) o mais conhecido, tendo sido autorizado para 

uso clínico em 1998 nos Estados Unidos, seguido por Canadá, Holanda, França, Alemanha, 

Japão etc (MACHADO, 2000). Os fotosensibilizadores correspondentes produzidos na 

Alemanha e Rússia são, respectivamente, Photosan® e Photogem® (PANKAU et al, 1998). 

 

Figura 7. Estrutura geral das porfirinas. 
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2.5.2. Ácido 5-aminolevulínico (ALA): 

ALA (Figura 8) é um precursor da protoporfirina IX que é um fotosensibilizador. 

Embora formação altamente regulada de protoporfirina IX (PpIX) exista em quase todas as 

células nucleadas, PpIX acumula preferencialmente em tecidos com alta atividade celular 

(TYRRELL; CAMPBELL e CURNOW, 2010). 

 

 

Figura 8. Estrutura do ácido aminolevulínico 

 

A PpIX pode ser sintetizada em todas as células contendo mitocôndria 

(BARTSOSOVÁ e HRKAL, 2000). O fenômeno de acumulação do fotosensibilizador em 

tecidos doentes não é específico para doenças neoplásicas ou pré-neoplásicas. A síntese do 

ALA é normalmente controlada com rigor pela enzima ALA-sintetase, provavelmente através 

do nível intracelular de heme. ALA, quando fornecido para a célula, subverte esse controle e 

resulta na acumulação da PpIX, que é convertida em heme pela ferroquelatase pela adição de 

ferro ao núcleo da PpIX. Uma vez que essa conversão é um processo lento, altos níveis de 

PpIX são encontrados no tecido, embora para produzir um efeito fotodinâmico necessite da 

exposição à luz (TYRRELL; CAMPBELL e CURNOW, 2010). Há várias vantagens na 

fotosensibilização por PpIX induzida pelo ALA, uma delas é que o organismo elimina PpIX 

rapidamente, o que limita o risco da fotosensibilidade a 1-2 dias. 

 

2.5.3. Ftalocianinas: 

Ftalocianinas (Figura 9) são corantes sintéticos semelhantes às porfirinas e estruturalmente 

consideradas azoporfirinas (LAIA; COSTA e FERREIRA, 2006). São classificadas como 

fotosensibilizadores de segunda geração, cuja lipofilicidade contribui para sua localização nas 

membranas plasmáticas, nos microssomos e nas mitocôndrias, e, consequentemente, para a 

ação fotodinâmica (SPIKES, 1996). O metal central possui influência considerável em sua 
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propriedade fotosensibilizante, e as ftalocianinas de zinco (ZnPc) estão entre os 

sensibilizadores mais promissores deste grupo. Estudos mais recentes têm comprovado a 

eficiência das ftalocianinas como agentes fotosensíveis para uso em TFD, que já tem seu 

emprego clínico aprovado na Rússia (BROWN; BROWN e WALKER, 2004). 

 

Figura 9. Estrutura geral das ftalocianinas 

2.5.4. Fenotiazínicos: 

Os corantes fenotiazínicos exibem intensa absorção de 600-660 nm, região do espectro 

útil em TFD por estar na "janela terapêutica" requerida para a eficiente penetração da luz nos 

tecidos (TARDIVO et al, 2005). Azul de metileno (Figura 10) tem sido usado clinicamente no 

tratamento de câncer de bexiga e, recentemente, contra tumores de esôfago inoperáveis, 

virulências da pele, psoríase e adenocarcinomas (MACHADO, 2000). 

Um estudo comparativo da citotoxicidade do MB no escuro em células normais e 

tumorais verificou que esse corante é mais citotóxico em células tumorais (TARDIVO et al, 

2005). 

 

 

Figura 10. Estrutura do azul de metileno. 
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2.5.5. Fotosensibilizadores naturais: 

Desde o advento do oxigênio no planeta, o processo fotodinâmico tornou-se bastante 

difundido na natureza, representando procedimentos de defesa a predação e sinalizadores 

intracelulares de eventos metabólicos de plantas e animais. A maior parte das plantas, que 

produzem flores, está entre a família das Asteraceae, e este grupo imenso de plantas 

produzem compostos orgânicos que possuem inúmeras atividades biológicas, tais como 

atividades anti-inflamatória, imunosupressiva, antitumoral, bactericida, etc 

(PARIMALAKRISHNAN et al, 2006). Dentre os membros desta família, destacam-se as 

plantas do gênero Bidens, sendo a Bidens pilosa L. uma das espécies mais estudadas destas 

plantas. Dentre as atividades fotoquímicas documentadas em Bidens pilosa L., destacam-se os 

trabalhos de Yang, e colaboradores, onde foi demonstrado a presença de antioxidantes nos 

extratos etanólicos e orgânicos desta planta (YANG et al, 2006). Trabalhos realizados no 

Brasil evidenciaram a presença de terpenos e poliacetilenos em extratos de Bidens pilosa 

(GUARATINI et al, 2005) com atividade antitumoral em ensaios utilizando células tumorais 

humanas em cultura. Um dos fotosensibilizadores naturais relatados na literatura é a 

hipericina (Figura 11), que pode ser extraída do Hypericum perforatum conhecida como erva 

de São João. 

 

Figura 11. Estrutura da hipericina. 

 

2.6. Fontes de irradiação 

Nas fontes de irradiação empregadas na TFD e IFD, o intervalo do espectro eletromagnético 

mais significante está na região entre 600 e 800 nm, onde a membrana celular apresenta baixa 

absortividade. Nesta região é possível magnitudes na penetração da luz próximas a 3 

centímetros em tecidos dotados de baixa pigmentação (OCSHNER, 1996). Deste modo é 
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possível evitar destruições desnecessárias causadas às demais organelas presentes no meio 

que não possui a droga sensibilizadora. 

Nas primeiras aplicações da TFD as fontes empregadas na ativação de agentes 

fotodinâmicos baseavam-se em radiações policromáticas não coerentes, como lâmpadas de 

arco voltaico (e.g., lâmpadas de arco de xenônio) ou mesmo lâmpadas incandescentes. Por 

meio de filtros ópticos, essas lâmpadas são capazes de fornecer radiações no comprimento de 

onda apropriado para a maioria dos fotosensibilizadores. Esse tipo de sistema, infelizmente, 

exibe um aquecimento relevante, dificilmente permite um controle preciso na dosagem de luz, 

e normalmente apresenta baixa intensidade luminosa (BEYER, 1996). Têm se observado no 

mercado vários aperfeiçoamentos no sentido da minimização dessas desvantagens por meio 

de cuidadosos projetos na engenharia e design. 

Diodos emissores de luz (LED) são também empregados em sistemas de irradiação 

voltados a TFD e IFD. Os LED além de constituírem uma alternativa de baixo custo, possuem 

grande homogeneidade luminosa (LIM, 2011), permitindo que a radiação seja facilmente 

dosada e calculada em diversas aplicações. A emissão de um LED é bem definida e 

normalmente específica para um determinado comprimento de onda. Esse fator, associado à 

relativa intensidade (como os modelos chamados alto brilho), dispensa o aparato de filtragem 

encontrado nos sistemas baseados em lâmpadas policromáticas. Além destes fatores, a baixa 

dissipação térmica, combinada à emissão monocromática de moderada intensidade, em 

sistemas simples, robustos e diminutos, qualificam atraentemente o uso de LED em 

dispositivos para aplicações de TFD e IFD (RIOS et al, 2011). 

Paula e colaboradores (PAULA et al, 2010), realizaram um estudo comparativo in 

vivo entre sistemas de irradiação baseados em lâmpadas halógenas filtradas e sistemas 

dotados de tecnologia LED. O estudo, que empregou ácido 5-aminolevulínico para aplicação 

de TFD em níveis dérmicos, revelou uma superioridade do sistema LED em diversos 

aspectos. O sistema apresentava vantagens como maiores profundidades de atuação no tecido, 

baixo calor incidente no tecido, redução na intensidade de dor e boa eficiência em inativação 

de células in vitro. As aplicações de TFD empregando luz emitida por diodos, não são 

restritas apenas a aplicações superficiais: relatos demonstram aplicações no tratamento de 

tumores cerebrais por meio de sondas de LED ajustados em uma ponta cilíndrica e acoplados 

num cateter balão (DAVIES e WILSON, 2007). Essa sonda, pequena e flexível, emite luz 

permitindo baixíssimas invasões aos demais tecidos.  
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Atualmente, espécies reativas de oxigênio geradas na TFD são ativadas principalmente 

por lasers. As vantagens dos lasers estão no caráter da luz monocromática e na alta 

intensidade obtida nesse dispositivo (YUAN et al, 2008). Entretanto, a coerência de um laser 

não é necessária em aplicações na TFD e IFD (MACHADO et al, 2009). Esse fator justifica a 

construção de fontes não coerentes, as quais são normalmente muito mais acessíveis, estáveis 

e versáteis. A figura 12 apresenta um exemplo de sistema de irradiação para a Terapia 

Fotodinâmica. 

 

Figura 12. Sistema de irradiação para Terapia fotodinâmica. Fonte: itechtalk.com 

3. Lipossomas 

3.1. Histórico 

Ao longo dos tempos, a utilização da maioria dos compostos terapêuticos tem sido 

sempre limitada pela impossibilidade de aumento da sua dosagem. A retenção ou degradação 

do agente terapêutico, baixa solubilidade e, em especial, os efeitos colaterais perniciosos 

inerentes à sua utilização em concentrações elevadas, tornam muitas vezes difícil a utilização 

da dosagem necessária para que este cumpra a sua função. Este problema levou a que, durante 

o século XX, e em especial no decorrer das últimas décadas, tenha sido levado a cabo um 

grande esforço no sentido de desenvolver um sistema capaz de transportar um composto 

terapêutico (drogas, em especial as dirigidas a tumores, antibióticos, enzimas, hormônios, 

agentes quelantes ou compostos modificadores da célula) até um alvo específico (órgão, 

tecido ou célula). 

A primeira proposta de um sistema direcionado de transporte de fármacos data do 

início do século XX (EHRLICH, 1906), quando Paul Ehrlich propôs o seu modelo, que ficou 

conhecido por “Bala Mágica de Ehrlich” (Ehrlich’s Magic Bullet). Neste modelo, o fármaco é 

ligado ao transportador direcionado, e idealmente exibirá a sua atividade farmacológica 

apenas no tecido alvo (mecanismos de especificidade, como a ligação entre antígeno e 
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anticorpo, eram já conhecidos). Assim, os efeitos indesejáveis resultantes da sua ação em 

outros tecidos são largamente diminuídos, enquanto o aumento da eficiência permite o 

decréscimo da dose administrada. 

As primeiras tentativas para a obtenção de um sistema transportador eficaz tiveram 

como base o encapsulamento das biomoléculas a transportar em vesículas de nylon e outros 

polímeros sintéticos (CHANG, 1964; 1971; CHANG e POZNANSKY 1968). Contudo, esta 

abordagem mostrou-se totalmente inadequada, visto estas vesículas de material artificial se 

acumulam no organismo.  

O primeiro grande passo a frente nesta área deu-se em 1965, com a publicação por 

Alec Bangham e colaboradores de um trabalho de investigação fundamental acerca da difusão 

de íons através de membranas lipídicas artificiais, embora sem qualquer ligação imediata aos 

estudos de sistemas transportadores de fármacos (BANGHAM; STANDISH e WEISSMAN, 

1965). Neste trabalho foi feita a caracterização de um sistema de vesículas fosfolipídicas ao 

qual, três anos mais tarde, seria dado o nome de lipossomas (Figura 13). No entanto, estas 

estruturas multilamelares obtidas da hidratação de fosfolípidos já eram anteriormente 

conhecidas, sendo denominadas “figuras de mielina”. Imediatamente após o trabalho de 

Bangham, os lipossomas impuseram-se como um sistema modelo simples para o estudo de 

membranas biológicas. O sucesso na incorporação de enzimas em lipossomas despertou 

também o interesse da comunidade científica para a sua aplicação médica e farmacológica. 

Em 1971, Gregory Gregoriadis propôs pela primeira vez a utilização dos lipossomas como 

sistema transportador de fármacos, mantendo desde então um papel preponderante no 

desenvolvimento desta área (GREGORIADIS e RYMAN, 1971). 

 

Figura 13. Exemplo de estrutura de um lipossoma. Fonte: 

quimicaparatodosuevora.blogspot.com/ 
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Os lipossomas são um caso claro de um sistema que teve uma passagem extremamente 

rápida do campo da investigação para a aplicação comercial (especialmente na área da 

cosmética), sem mesmo as suas propriedades e eficácia estarem completamente estudadas. 

Este fato ficou a dever-se, fundamentalmente, à euforia desencadeada na década de 70 e início 

da década de 80 pelo potencial de aplicação dos lipossomas nas indústrias médica e 

farmacêutica, o que veio mesmo a lançar sérias dúvidas sobre o rigor de alguns resultados da 

época (LASIC e NEEDHAM, 1995). 

Nos anos seguintes e até aos nossos dias, com a mesma finalidade, foi também 

estudada a aplicação de niossomas, nanopartículas, copolímeros, lipoproteínas, emulsões, 

lectinas, hormônios, peptídeos, anticorpos, e sistemas mais complexos como vírus e 

eritrócitos, no desenvolvimento de um transportador específico. O objetivo de todos estes 

transportadores é aumentar o potencial terapêutico de um composto, impedindo que este se 

perca no trajeto para um alvo específico, evitando simultaneamente a ocorrência de efeitos 

secundários nocivos noutra parte do organismo. Contudo, até hoje, poucos sistemas estudados 

conseguiram cumprir eficazmente este objetivo, de modo a ser largamente aceitos pela 

indústria farmacêutica (YANG et al, 2011). 

 

3.2. Classificação 

Existem vários tipos de lipossomas no que diz respeito à composição molecular, 

estrutura e tamanho. Lipossomas convencionais são aqueles formados por uma ou mais 

bicamadas fosfolipídicas diferenciando-se entre si pelo tamanho e disposição destas 

bicamadas. Os lipossomas mais comuns são (SANTOS e CASTANHO, 2002): 

a. Lipossomas unilamelares pequenos (Small Unilamelar Vesicles - 

SUVs): a membrana é formada por uma única bicamada fosfolipídica; 

são os menores na escala de tamanhos, com diâmetro variando entre 

20 e 80 nm. 

b. Lipossomas unilamelares grandes (Large Unilamelar Vesicles - 

LUVs): a membrana é formada por uma única bicamada fosfolipídica; 

são intermediários na escala de tamanhos, com diâmetro entre 80 nm e 

1000 nm, sendo os mais utilizados atualmente devido ao seu diâmetro 

ser pequeno suficiente para a absorção celular e grande o suficiente 

para encapsular compostos inclusive macromoléculas. 
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c. Lipossomas multilamelares (Multilamelar Vesicles - MLVs): a 

membrana é formada por várias bicamadas fosfolipídicas dispostas de 

forma concêntrica; apresentam um diâmetro médio que varia entre 

400 nm e alguns micrômetros. 

d. Lipossomas multivesiculares (Multivesicular Liposomes - MVLs): 

são semelhantes aos MLVs, porém as bicamadas não são concêntricas, 

o que torna a vesícula uma estrutura mais complexa, com um 

lipossoma que contém vários lipossomas encapsulados de forma 

aleatória e inclusive com membranas bastante curvadas ou 

deformadas; também podem ser chamados de sistemas de vesícula em 

vesícula e normalmente são estruturas mal formadas nos processos de 

obtenção dos outros tipos; a faixa de diâmetros também varia de 

400nm a alguns micrômetros. 

e. Lipossomas unilamelares gigantes (Giant Unilamelar Vesicles - 

GUVs): são formados por uma única bicamada fosfolipídica; são os 

maiores com diâmetros superiores a 1µm podendo chegar a dezenas 

de micrômetros. 

f. Lipossomas oligolamelares (Oligolamelar vesicles - OLVs): são 

similares aos MLVs, porém as bicamadas internas estão bem próximas 

à externa, deixando uma grande área hidrofílica dentro do lipossoma. 

Outra forma de classificação dos lipossomas é pelos constituintes de sua bicamada. 

São os aditivos lipossomais que alteram a estrutura desta bicamada tornando-o mais 

específico. Desta forma os lipossomas podem ser: 

a. Convencionais: São lipossomas que possuem apenas um fosfolipídeo, normalmente a 

fosfatidilcolina e colesterol como aditivo para aumentar a fluidez na fase gel e diminuir a 

fluidez na fase cristal-líquida (SANTOS e CASTANHO, 2002). 
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Figura 14. Efeito do colesterol na membrana dos lipossomas. Fonte: FREZARD et al, 2005. 

Setas indicam aumento ou diminuição da fluidez e permeabilidade. 

 

b. Furtivos (Stealth): São sistemas lipídicos modificados com um tempo de meia vida em 

circulação alta. Isto se obtém normalmente pela adição de um polímero hidrofílico na 

estrutura do lipossoma, sendo o mais utilizado o polietilenoglicol (PEG). São os lipossomas 

mais utilizados para transporte de fármacos dentro do organismo (SANTOS e CASTANHO, 

2002). 

c. Catiônicos: São lipossomas onde são adicionados fosfolipídeos que conferem um caráter 

catiônico ao mesmo, para facilitar a entrega das drogas para células como macrófagos 

(SANTOS e CASTANHO, 2002). 

d. pH-sensíveis: são lipossomas que liberam a droga em um intervalo bem específico de pH, 

sendo bastante utilizado para liberação de drogas no intestino, em tumores, no estômago entre 

outras (BATISTA; CARVALHO e MAGALHÃES, 2007). 

e. Imunolipossomas: São lipossomas que possuem um revestimento com imunoglobinas, 

anticorpos, lipídeos imunogênicos, glicoproteínas ou glicolipídeos. Estes lipossomas são 
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utilizados principalmente pra direcionar as drogas para locais bem específicos como 

determinados órgãos ou tecidos (SANTOS e CASTANHO, 2002). 

f. Fotosensíveis: são lipossomas constituídos de fosfolipídeos que em determinado 

comprimento de onda muda sua conformação E/Z e consequentemente libera a droga de 

interesse (BUDAI et al, 2008). 

g. Neutron-sensível: são lipossomas que liberam a droga conforme há a interação do mesmo 

com nêutrons. São utilizados no transporte de radiocompostos (AKAMATSU, 2009). 

h. Termosensíveis: são lipossomas que liberam a droga em temperaturas diferentes, são 

utilizados para a liberação de drogas em tecidos onde há hipertermia, como tecidos tumorais 

(BATISTA; CARVALHO e MAGALHÃES, 2007). 

 

Figura 15. Tipos de lipossomas. Fonte: BATISTA, CARVALHO E MAGALHÃES, 2007. 

 

3.3. Métodos de preparo 

Existem diferentes métodos para o preparo de lipossomas descritos na literatura, a 

utilização destes métodos depende das características do lipossoma a ser preparado e da droga 

a ser encapsulada. O princípio básico da maioria destes métodos é a secagem dos 

fosfolipídeos a partir de soluções em solventes orgânicos e a sua posterior dispersão em 

solução aquosa (RIAZ, 1996). 
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3.3.1. Hidratação do filme lipídico 

Este método é o mais utilizado para o preparo de lipossomas. Ele consiste na secagem 

de lipídeos em um balão formando um filme fino em suas paredes, em seguida é adicionada 

uma solução aquosa enquanto se mistura a solução. Os compostos a serem encapsulados são 

dissolvidos ou na solução de fosfolipídeos ou na solução aquosa, dependendo da solubilidade 

da mesma. Os lipossomas formados por este método são chamados de lipossomas grandes 

multilamelares (MLV) com grande diferença entre os diâmetros. 

 

3.3.2. Gotas de solvente 

Este método não é tão descrito na literatura, pois exige mais do manipulador que a 

hidratação do filme lipídico. Forma MLV de diâmetros próximos. Consiste na dispersão de 

pequenas gotas de solvente hidrofóbico volátil onde os lipídeos foram dissolvidos em uma 

solução aquosa. Em seguida o solvente orgânico é evaporado em um banho maria. 

 

3.3.3. Método de saneamento 

Este método consiste na sonicação dos MLV em atmosfera inerte. Dessa forma os 

MLV se tornam Lipossomas pequenos unilamelares (SUV). Este método tem uma 

desvantagem na pequena taxa de encapsulamento e possível degradação do fosfolipídeo. 

 

3.3.4. Método da célula de pressão francesa 

O método envolve a extrusão dos MLV em altas pressões e baixas temperaturas por 

um pequeno orifício. Ele é bem mais vantajoso que o método de saneamento pois é mais 

simples, rápido e reprodutível. Os lipossomas formados podem ser pequenos (SUV) ou 

grandes (LUV), ambos unilamelares. 

 

3.3.5. Injeção etérea 

Consiste na dissolução dos lipídeos em éter e essa mistura é injetada lentamente em 

uma solução aquosa do material a ser encapsulado em temperaturas próximas a 60ºC. A 

posterior remoção do éter leva à formação dos lipossomas. Forma vesículas de diâmetros 

entre 70 e 190 nm, e é mais adequado para o encapsulamento de substâncias hidrofílicas. 
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3.3.6. Injeção etanólica 

É o mesmo processo da injeção etérea, porém os fosfolipídeos são dissolvidos em 

etanol ao invés de éter. Autores demonstraram grandes desvantagens sobre o uso desta técnica 

como a baixa taxa de encapsulamento e a grande heterogeneidade do diâmetro das vesículas, 

entretanto, um estudo recente mostra que a taxa de encapsulamento é bastante alta e a 

variação no diâmetro dos lipossomas é baixa, mostrando a grande eficiência do método para o 

encapsulamento de drogas hidrofóbicas (OLIVEIRA et al, 2005). 

 

3.3.7. Remoção de detergente 

Detergentes em concentração micelar crítica são utilizados para solubilizar 

fosfolipídeos. Conforme o detergente é removido, os fosfolipídeos se combinam formando 

LUVs. Normalmente os detergentes são removidos por diálise. Esta técnica forma lipossomas 

com tamanhos bem definidos, porém pode restar detergente dentro dos lipossomas. 

 

3.3.8. Evaporação em fase reversa 

Este método consiste da formação inicial de uma emulsão de água em óleo pela 

sonicação de um sistema de duas fases contendo os fosfolipídeos em um solvente orgânico e 

uma solução aquosa. O solvente é removido sob pressão reduzida resultando na formação de 

um gel viscoso. Os lipossomas então são formados quando o solvente residual é removido 

pela evaporação rotativa contínua sob pressão reduzida. Este método é bastante utilizado para 

encapsular moléculas maiores como estruturas de DNA. 

 

3.3.9. Método de fusão cálcio-induzida 

Este método é baseado na adição de cálcio a SUV, que induz estes a formarem MLV 

em configuração espiral. A adição de EDTA neste meio forma os LUVs. Este método só pode 

ser utilizado para fosfolipídeos ácidos. 

 

3.3.10. Outros métodos 

Outros métodos de preparo de lipossomas foram descritos na literatura, porém sua 

utilização é muito pequena como o método de microfluidização e o de congelamento e 

descongelamento. 
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3.4. Aplicações 

Os lipossomas atualmente são amplamente empregados em diferentes áreas, 

principalmente no transporte de fármacos. Também são utilizados como modelos de 

membrana, sangue artificial, aplicações cosméticas e agrícolas. 

 

3.4.1. Lipossomas no tratamento de câncer 

Embora a indústria farmacêutica seja bem sucedida no descobrimento de novos 

fármacos citotóxicos que são candidatos em potencial para o tratamento do câncer, esta 

doença causa mais de seis milhões de mortes por ano em todo o mundo e este número 

continua crescente (ANDRESEN; JENSEN e JORGENSEN, 2005). A terapia com fármacos 

anti-neoplásicos causa toxicidade sistêmica, resultando em citotoxidade para as células 

normais. Parte das células cancerígenas tem características muito comuns com as células 

normais, das quais foram originadas. Deste modo, torna-se difícil encontrar um alvo único 

contra o qual os fármacos possam ser direcionados. Os efeitos colaterais associados à 

quimioterapia limitam a dose ou doses cumulativas administradas aos pacientes que podem, 

entretanto, levar a metástases do tumor e, muitas vezes, o desenvolvimento de resistência 

contra os fármacos (SAPRA e ALLEN, 2003). 

Uma estratégia alternativa para estes inconvenientes é o uso de lipossomas como 

carreadores de fármacos anti-neoplásicos, para alcançar a acumulação seletiva do fármaco no 

tecido, onde se encontra o tumor ou nas células tumorais. Carreadores lipossômicos têm sido 

aceitos clinicamente no tratamento do câncer, visto que eles alteram a farmacocinética e 

biodistribuição dos fármacos antineoplásicos (MAMOT et al, 2003). 

Yang e colaboradores (2011) realizaram um artigo de revisão recente listando vários 

fármacos encapsulados em lipossomas para o tratamento de câncer no pâncreas. Outros 

estudos mostraram a eficiência dos lipossomas na entrega de drogas para o tratamento de 

câncer no pulmão em pacientes com tumores malignos neste órgão (WANG, 2010). 

Akamatsu desenvolveu um lipossoma sensível a neutrons para entrega de drogas visando a 

radioterapia, onde os mesmos liberam a droga na presença de nêutrons (AKAMATSU, 2009). 

Chang e colaboradores avaliaram em 2010 a eficiência de radioterápicos encapsulados 

em lipossomas no tratamento do câncer de colo de útero que se mostraram mais eficientes que 

a droga não encapsulada (CHANG et al, 2010). 
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Uma experiência clínica realizada em 2010 por Gavila e seus colaboradores mostrou a 

eficiência da doxorubicina juntamente com outras duas drogas no tratamento de 35 pacientes 

com câncer de mama (GAVILA, 2010). 

Outros compostos encapsulados em lipossomas que auxiliam no tratamento do câncer 

são os imunomoduladores, um estudo de Killion e Fidler mostrou a eficiência no controle da 

metástase em macrófagos utilizando estes imunomoduladores encapsulados em lipossomas, 

ou seja, inibiu que fossem geradas novas células com características tumorais em outros 

tecidos (KILLION e FIDLER, 1998).  

Vários estudos já são realizados para o tratamento de câncer utilizando formulações 

lipossomais de drogas já conhecidas, porém nestas formulações a biodisponibilidade é 

aumentada e a toxicidade é diminuída, além de ser uma entrega controlada das drogas. 

 

3.4.2. Lipossomas no desenvolvimento de vacinas 

A proteção limitada fornecida pela maioria das estratégias de vacinação direcionou as 

pesquisas para a investigação de vacinas alternativas, focadas no desenvolvimento de 

adjuvantes efetivos e sistemas de liberação controlada. Os lipossomas têm sido propostos 

como veículos de liberação de antígenos em razão de sua utilidade como adjuvante 

imunológico, apresentando vantagens como sua fácil preparação, baixa toxicidade, 

biocompatibilidade e biodegradabilidade, assim como a liberação lenta de antígenos 

encapsulados (BEN-YEHUDA et al, 2003; MAZUMDAR et al, 2004). 

Uma estratégia para aumentar o efeito da vacina é liberar especificamente o antígeno 

no órgão alvo. A conjugação de proteínas virais na membrana de lipossomas (virossomas) 

oferece a oportunidade para explorar o direcionamento e propriedades fusogênicas de 

membranas de proteínas virais. Esta propriedade dribla o inconveniente da degradação pelos 

lisossomas antes de alcançarem o citoplasma, pois os virossomas são usados como o próprio 

vírus, introduzindo o material dentro do citoplasma (KANEDA, 2000). 

Dois estudos mais recentes mostram primeiramente a eficiência dos lipossomas na 

vacina para o HPV (DAFTARIAN et al, 2006) e uma tentativa de vacina para o câncer, 

baseada na atividade de espécies reativas de oxigênio atuando sobre lipossomas catiônicos 

(YAN et al, 2008). 

Mazumdar e seus colaboradores desenvolveram uma vacina lipossômica contendo 

antígenos na membrana de promastigota de Leishmania donovani. O estudo concluiu que a 
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imunização com este antígeno em lipossomas induziu a produção de anticorpos específicos, 

como também a resistência contra uma infecção progressiva causada pela Leishmania 

donovani (MAZUMDAR et al, 2004). 

 

3.4.3. Lipossomas na terapia gênica 

Durante os ultimos anos, a entrega de genes por meio de lipossomas progrediu 

bastante, saindo do laboratório e indo para as aplicações médicas. Os principais avanços e 

contribuições dos lipossomas para a terapia gênica é a condensação dos plasmídeos em 

partículas menores, promoção da entrega do DNA intracelular pelos endossomos e a 

facilitação da entrada do plasmídeo no núcleo por um sinal de localização nuclear. Os 

lipossomas também são extremamente importantes para o transporte extracelular dos genes, e 

esta área á a mais importante, pois este gene deve ser entregue a alvos específicos, fato que 

pode ser facilitado pelo uso de diferentes aditivos nos lipossomas. 

Os lipossomas catiônicos, por exemplo, interagem com o DNA através de interações 

eletrostáticas, já que a molécula de DNA é carregada negativamente. A carga total, no 

entanto, mantém-se com valor positivo. Isto vai permitir a interação eficiente do carreador 

com a carga negativa da membrana celular, penetrando na célula, principalmente através de 

endocitose (EL-ANEED, 2004). 

Os lipossomas ideais são aqueles que têm uma estabilidade suficiente para proteger o 

DNA no meio extracelular e uma instabilidade para facilitar a liberação do DNA intracelular 

(TSENG e HUANG, 1998). 

 

3.4.4. Lipossomas no tratamento de doenças infecciosas 

A tendência dos lipossomas de serem capturados pelo sistema fagocitário mononuclear 

(SFM) pode ser uma vantagem no tratamento de variedade de doenças infecciosas 

intracelulares. 

Podem-se citar diversas infecções causadas por micro-organismos onde os lipossomas 

auxiliam na entrega da droga aumentando a eficiência do tratamento como tuberculose 

(LABANA et al, 2002), leishmaniose (FRÉZARD et al, 2005), esquistossomose (MELO et al, 

2003) entre outras doenças. 
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3.4.5. Lipossomas em dermocosmética 

Os lipossomas constituem, atualmente, uma tecnologia de ponta em cosmetologia, que 

vem, de certa forma consolidar as bases da biocosmética. Sabe-se que a membrana celular é 

composta, entre outros constituintes, de fosfolipídeos, proteínas e pequena quantidade de 

colesterol. Com o envelhecimento há um aumento progressivo de colesterol, que vai 

provocando o enrijecimento da membrana e tornando mais lento o intercâmbio celular com o 

exterior. Por exemplo, quando os fibroblastos diminuem sua atividade, o colapso na síntese de 

colágeno e elastina determina o aparecimento de rugas e flacidez. Por isso, a utilização de 

lipossomas corno transportadores de substâncias "rejuvenescedoras" é muito intensa em 

formulações cosméticas, pois além de serem capazes de encapsular compostos biologicamente 

ativos, eles interagem com a membrana celular restituindo sua fluidez. Esquemas de 

rejuvenescimento progressivo tem sido propostos, envolvendo o uso de retinol (Vitamina A), 

alfa-tocoferol (Vitamina E) e timo, veiculados em lipossomas de fosfatidilcolina. Estas etapas 

englobam fases de hidratação, regeneradora (proteção contra processos oxidativos) e 

estimulante (o timo é órgão linfóide com papel na proteção imunológica) (OLIVEIRA, 1993).  

Eles têm sido empregados na prevenção da queda de cabelos, promoção do 

crescimento capilar, desaceleração do processo de envelhecimento da pele, clareamento da 

pigmentação cutânea e prevenção e tratamento da lipodistrofia ginóide. As principais 

vantagens do emprego de lipossomas para a administração de agentes dermocosméticos são o 

fato de que podem transportar substâncias hidro e lipossolúveis; apresentam alta afinidade 

pelas membranas biológicas, são constituídos de anfifílicos naturais biocompatíveis e 

biodegradáveis, além de acentuarem a hidratação natural da pele e cabelo. 

Devido à sua estrutura de bicamada, semelhante à estrutura das membranas celulares, 

eles são capazes de interagir profundamente com as células do organismo. Vários tipos de 

interações de lipossomas com células da corrente circulatória foram descritas, tais como 

transferência ou troca de lipídios, endocitose, fusão, etc (CHORILLI et al, 2004). 

 

3.4.6. Outras aplicações 

Outras aplicações dos lipossomas incluem os modelos de membrana (FÉLIX et al, 2004), no 

estudo de mecanismos de ação de antibióticos (WONG et al, 2003), em imunologia no 

transporte de anticorpos e antígenos (CHORILLI et al, 2004), transporte de hormônios 

(GYSIN e SCHWYZER, 1983) e proteínas (LOUGHREY et al, 1990) entre outras aplicações. 
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3.5. Lipossomas na TFD 

Drogas para a TFD são normalmente hidrofóbicas, sendo um grande problema, pois 

possuem uma alta agregação. Isto faz com que se utilizem métodos para tornar estas drogas 

mais biodisponíveis. Uma das formas mais utilizadas para transportar estes fármacos e torná-

los mais disponíveis no organismo é pela utilização de lipossomas. 

São relatadas na literatura diversas aplicações dos lipossomas no transporte de drogas 

para a TFD, podemos descrever, por exemplo, um estudo feito com magnetolipossomas para 

tratamento de Tumor ascítico de Ehrlich em camundongos (BARBOSA, 2008). Longo (2008) 

utilizou lipossomas para transportar ftalocianina de cloro-alumínio para tratamento de câncer 

bucal. 

Derycke mostra em seu artigo de revisão uma gama de aplicações de lipossomas em 

terapia fotodinâmica, e trata de diferentes tipos como os convencionais, de direcionamento 

passivo e ativo, com anticorpos, termo-sensíveis, pH-sensíveis, furtivos entre outros 

(DERYCKE e WITTE, 2004). 

Como os principais fotosensibilizadores para a TFD são hidrofóbicos, grande parte das 

aplicações desta técnica são feitas com a utilização de um sistema de transporte para melhorar 

a biodisponibilidade da droga, e este transporte é feito, na maioria das vezes por lipossomas. 

 

5. Moringa oleifera Lam 

5.1. Classificação botânica 

A Moringa oleifera pertence à família Moringaceae. É composta apenas de um gênero 

e quatorze espécies conhecidas sendo a oleifera a mais cultivada. Nativa do Norte da Índia, 

cresce atualmente em vários países dos trópicos. É um arbusto ou árvore de pequeno porte, de 

crescimento rápido, que alcança 12m. de altura. Possui uma copa aberta, em forma de 

sombrinha e usualmente um único tronco. As flores que emergem em panículas são de cor 

creme, perfumadas, muito procuradas pelas abelhas (ANWAR et al, 2007). 

No Brasil ela é conhecida como acácia branca, cedro moringueiro e quiabo de quina. 

 

5.2. Constituintes químicos 

Na literatura encontram-se alguns artigos de análise da composição química da M. 

oleifera, são descritos a presença de carotenos (VERMA et al, 2009), carbamatos e 
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tiocarbamatos (FAIZI et al, 1995), isoglicosinalbina (GUEYRARD et al, 2000), compostos 

antitumorais (GUEVARA et al, 1999), compostos anti colesterol (MEHTA et al, 2003) e 

principalmente glicosídeos (CHEENPRACHA et al, 2010). Além disto é muito rica em 

proteínas e lipídeos, sendo uma excelente fonte nutricional (ANWAR et al, 2007). 

 

5.3. Capacidade aglutinante 

A capacidade aglutinante de M. oleifera foi primeiramente descrita em 1981 

(GASSENSCHMIDT et al, 1981) e vem sido estudada e aperfeiçoada desde então. 

Inicialmente foi descoberto que a capacidade aglutinante desta planta é devido à peptídeos 

catiônicos de peso molecular variando entre 6 e 16 kDa e ponto isoelétrico 10 

(GASSENSCHMIDT et al, 1995). Alguns autores indicam que o composto aglutinante da 

planta é um polieletrólito natural de peso molecular aproximado 3 kDa (OKUDA et al, 2000). 

Outros estudos demonstraram que a proteína aglutinante é um dímero (SANTOS et al, 2009). 

Após análise e sequenciamento dos aminoácidos, foi detectada uma grande quantidade de 

glutamina, arginina e prolina, além de outros 60 resíduos de aminoácidos (DONGMEZA et al, 

2006). A M. oleifera é mais eficiente para águas com turbidez elevada, não sendo muito 

eficiente para baixos índices de turbidez (GHEBREMICHEAL et al, 2005). A coagulação 

com M. oleifera demonstrou-se cinco vezes mais rápida que a coagulação por alumínio 

comum. 

 

5.4. Atividade antibacteriana e antifúngica 

Em 1991, Cáceres e seus colaboradores descreveram a atividade antibacteriana do 

extrato aquoso de Moringa oleifera frente à P. aeruginosa quando extraído a uma temperatura 

de 37ºC a 56ºC, sendo que a 56ºC também há a inibição do crescimento de S. aureus. 

(CÁCERES, 1991). 

Chuang e colaboradores avaliaram a atividade antifúngica dos extratos de Moringa 

oleifera e de seu óleo essencial e ambos apresentaram atividade frente a T. rubrum, T. 

mentagrophytes, E. floccosum e M. canis (CHUANG et al, 2007). 

A atividade antibacteriana dos extratos aquosos e etanólicos de Moringa oleifera é 

mais intensa frente a bactérias Gram-positivas que Gram-negativas (PEIXOTO et al, 2011). 
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Recentemente foi descrita a atividade antimicrobiana de compostos fenólicos extraídos das 

sementes de Moringa oleifera (SINGH; NEGI e RADHA, 2013). 

 

6. Bidens sulphurea 

Bidens sulphurea ou Cosmos sulphureus (Asteraceae - Compositae) é uma planta 

nativa do México, conhecida vulgarmente por cosmo-amarelo, picão, picão-grande, áster-do-

méxico. É herbácea anual, ereta, muito ramificada e intensamente disseminada e adaptada no 

território brasileiro.  

As flores do cosmo-amarelo são reunidas em capítulos grandes, simples ou dobrados, 

muito vistosos, geralmente alaranjados, surgindo ocasionalmente a variedade de flores 

amarelas. É muito agressiva em sua multiplicação por sementes, sendo até citada como planta 

invasora tal é o seu vigor de disseminação e crescimento (LORENZI e SOUZA, 2008).  

Apesar de ser, provavelmente um dos exemplares mais difundidos em boa parte do planeta, 

juntamente com o dente-de-leão (Taraxacum sp.), são consideradas como espécies invasivas, 

mas relativamente pouco estudada (SILVA, 2007; SILVA, 2008). O gênero Bidens possui 

aproximadamente 200 espécies descritas na literatura (GANDERS; BERRBEE e 

PIRSEYEDI, 2000). 

No gênero Bidens (do latim bi (dois) + dens (dente) dois-dentes, uma alusão às duas 

protuberâncias aciculares de seu aquênio, que adere em pelos, plumas, roupas etc. É 

possivelmente a espécie mais comum de seu gênero, sendo encontrada mais facilmente do que 

o exemplar mais conhecido do gênero, Bidens pilosa, ou picão-preto ou simplesmente picão.  

A espécie é extremamente rústica, tolerando facilmente solos pobres, e longos 

períodos de seca, dispersando-se muito rapidamente, devido a sua característica de florescer o 

ano todo e, portanto, produzir seus aquênios que se dispersam facilmente por meio dos 

mecanismos de transporte como ar, animais entre outros (NETO, 2011). 

Neto em 2011 descreveu a atividade fotodinâmica do extrato bruto de Bidens 

sulphurea frente à Artemia salina, eritrócitos de carneiro e E. coli (NETO, 2011). 

 

7. Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces cerevisiae é a espécie de levedura mais utilizada comercialmente no 

mundo para a produção de vinhos, pães, cervejas e outros produtos alimentícios. 
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É um dos modelos de organismos mais estudados em biologia celular e molecular, 

assim como a E. coli é o modelo de bactéria Gram-negativa mais estudada. 

Muitas proteínas importantes na biologia humana foram descobertas inicialmente em 

estudos com Saccharomyces cerevisiae, como proteínas envolvidas no ciclo celular, proteínas 

de sinalização e algumas enzimas (SANTOS; GUSMÃO e GOUVEIA, 2010). 

Esta levedura atualmente é utilizada para diversas aplicações como produção de pão, 

cerveja e vinho, rações para animais, probióticos para animais e humanos, biocatalisadores em 

química orgânica, sequestrantes de íons metálicos e fonte de nutrientes residuais. 

Alguns produtos de seus extratos celulares também possuem ampla utilização como 

meio de cultura para micro-organismos, aromatizantes e produtos farmacêuticos, suplementos 

alimentares e dietéticos, bioemulsificantes, invertase ou lactase para uso alimentar e proteínas 

terapêuticas (FELDMANN, 2010). 

Leveduras têm similaridades marcantes com células de mamíferos em níveis de 

macromoléculas e organelas. Tem sido mostrado que um grande número de proteínas de 

leveduras possuem funcionalidade altamente conservada com proteínas homólogas humanas. 

Assim, é valioso o uso de leveduras como sistema modelo que tem dado uma contribuição 

relevante para o entendimento de diversos mecanismos moleculares em células humanas 

(FERREIRA, 2006). 

Outras vantagens no uso de S. cerevisiae como modelo de estudo se baseia na grande 

facilidade de obtenção de mutantes através de genética clássica e molecular, devido ao 

conhecimento de todo seu genoma. O fácil cultivo em meio de cultura de composição 

simples, além de um tempo de geração pequeno quando comparado com as células animais 

também é um ponto positivo na utilização destas células como modelo de célula eucariótica 

(PEREIRA, 2003). 

É crescente a utilização de Saccharomyces cerevisiae como modelo celular para testes 

de drogas anticancerígenas, pois esta levedura apresenta uma grande similaridade metabólica 

com a glicólise (principal fonte de energia das células cancerígenas), sendo o processo 

praticamente idêntico (DIAZ-RUIZ; RIGOULET e DEVIN, 2011). 

Esta similaridade metabólica é devido principalmente aos efeitos Warburg e Crabtree 

(DIAZ-RUIZ, RIGOULET e DEVIN, 2011), que consistem na utilização da glicólise como 

mecanismo preferencial de obtenção de energia. 

Foi observado que a maioria das células cancerígenas produzem energia 

predominantemente por glicólise, seguida por fermentação do ácido lático no citoplasma, ao 
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contrário das células normais em que o piruvato formado na glicólise é seguido para oxidação 

na mitocôndria dando continuidade ao ciclo de Krebs e com a produção de mais ATP. Esta é a 

definição mais simples do efeito Warburg. 

Já o efeito Crabtree é caracterizado pela supressão da respiração celular, onde células 

utilizam apenas a glicólise para a produção de energia, e este efeito foi observado em células 

tumorais, algumas células proliferativas não tumorais, algumas bactérias e leveduras, 

principalmente a Saccharomyces cerevisiae (OLIVEIRA, 2010). 

Especificamente em relação a estudos relacionados a estresse oxidativo as células de 

levedura são capazes de detectar o aumento de oxidação, causado pelas EROs, e desencadear 

uma elaborada resposta de adaptação que ativa os dois sistemas de defesa antioxidante: 

enzimático e não-enzimático. A adaptação celular causado pelo aumento dos níveis de EROs 

consiste na ativação de enzimas pré-existentes bem como na indução da expressão de genes 

de proteção que promovem o aumento da tolerância celular (COSTA e MORADAS-

FERREIRA, 2001). Portanto este organismos é bastante resistente à EROs, assim como 

células tumorais, justificando sua utilização como modelo celular para a terapia fotodinâmica. 
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II. OBJETIVOS 

 

1. Objetivo Geral 

Estudar a atividade fotosensibilizadora de fotosensibilizadores sintéticos e naturais na 

presença ou ausência de sistemas de entrega de drogas para a inativação fotodinâmica. 

 

2. Objetivos Específicos 

- Estudar a interação entre diferentes formulações lipossomais de ftalocianina de cloro-

alumínio e ftalocianina de zinco através da fotoinativação de Saccharomyces cerevisiae.  

- Comparar a eficiência da ftalocianina de zinco e ftalocianina de cloro-alumínio e suas 

respectivas formulações lipossomais na inativação fotodinâmica de Saccharomyces 

cerevisiae. 

- Avaliar a eficiência de quatro diferentes sistemas de irradiação na fotoinativação de 

Saccharomyces cerevisiae. 

- Analisar a atividade citotóxica e fotodinâmica de extratos brutos e parcialmente fracionados 

de Bidens sulphurea frente à Saccharomyces cerevisiae a fim de encontrar um possível 

composto fotoativo para posterior utilização como fotosensibilizador para a terapia 

fotodinâmica e inativação fotodinâmica diminuindo os custos do processo. 

- Avaliar a interação de fotosensibilizadores com proteínas de Moringa oleifera Lam na 

inativação fotodinâmica de Saccharomyces cerevisiae. 
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III. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1. Materiais e reagentes. 

Tabela 2. Materiais utilizados e seus respectivos graus de pureza 

Reagente Pureza 

Acetato de Etila 

Ágar 

Azul de metileno (MB) 

Azul de toluidina (TB) 

Caseína 

Cloreto de sódio (NaCl) 

Colesterol (Chol) 

DEAE Celulose 

Dextrose 

Diclorometano 

Dimetilformamida (DMF) 

Dimetilsulfóxido (DMSO) 

Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) 

Etanol absoluto (EtOH) 

Ftalocianina de cloro-alumínio (AlClPc) 

Ftalocianina de zinco (ZnPc) 

Hexano 

NaClO 

Peptona 

Polietilenoglicol 3000 (PEG) 

Resazurina 

Albumina Sérica Bovina 

99,8% 

BACTERIOLÓGICO 

>99% 

>99% 

BACTERIOLÓGICO 

>95% 

>94% 

MICROGRANULAR 

BACTERIOLÓGICO 

>99% 

>99% 

>99,7% 

>99% 

>99,9% 

>99% 

>99% 

95% 

10-15% 

BACTERIOLÓGICO 

PADRÃO 

>99% 

>96% 
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2. Preparo de soluções 

2.1. Solução salina 

Solução salina foi preparada através da dissolução de 9 g de NaCl para 1 litro de 

solução aquosa. 

 

2.2. Solução estoque de ftalocianina de cloroalumínio (AlClPc). 

Foi preparada uma solução estoque de AlClPc na concentração de 1mmol L
-1 

em 

DMSO. A solução foi mantida a 4ºC na ausência de luz até o momento do uso. 

 

2.3. Solução estoque de ftalocianina de zinco (ZnPc). 

Foi preparada uma solução estoque de ZnPc na concentração de 1 mmol L
-1 

em 

DMSO.. A solução foi mantida a 4ºC na ausência de luz até o momento do uso. 

 

2.4. Solução estoque de azul de metileno (MB). 

Foi preparada uma solução estoque de MB na concentração de 1 mmol L
-1 

em água 

destilada. A solução foi mantida a 4ºC na ausência de luz até o momento do uso. 

 

2.5. Solução estoque de azul de toluidina (TB). 

Foi preparada uma solução estoque de TB na concentração de 1 mmol L
-1

 em água 

destilada. A solução foi mantida a 4ºC na ausência de luz até o momento do uso. 

 

2.6. Solução de fosfolipídeos 

As soluções de fosfolipídeos foram preparadas utilizando DPPC e os aditivos de 

interesse com a dissolução de 150 mg de lipídeos/aditivos para 5 mL de etanol. As soluções 

foram mantidas em congelador até o momento do uso. 
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2.7. Solução de resazurina 

A resazurina é um corante (fenoxazin-3-ona) indicador de óxido-redução, que tem sido 

utilizado na determinação da atividade antibacteriana ou antifúngica. A solução de resazurina 

foi preparada na concentração de 0,01% em água destilada. 

 

3. Meios de cultura 

Os meios de cultura utilizados para as culturas de Saccharomyces cerevisiae nos ensaios para 

avaliação da atividade antifúngica foram o meio sólido ágar Sabouraud dextrose (ASD) e o 

meio líquido caldo Sabouraud dextrose (CSD) e preparados de acordo com as instruções do 

fabricante. Seguem-se as descrições das formulações de cada meio de cultura utilizado: 

 

 Ágar Sabouraud Dextrose 

Peptona .........................................................................5g 

Caseína .........................................................................5g 

Dextrose .......................................................................40g 

Ágar ..............................................................................15g 

Água destilada q.s.p ...................................................1000mL 

 Caldo Saouraud Dextrose 

Peptona ..........................................................................5g 

Caseína ..........................................................................5g 

Dextrose ........................................................................20g 

Água destilada q.s.p ...................................................1000mL 

 

4. Sistemas de irradiação. 

Foram utilizados quatro sistemas de irradiação desenvolvidos no próprio laboratório: o 

PHLS, LED600, WE-IV e AMS-II.  

 PHLS  Uma lâmpada halógena utilizada em retroprojetores (marca OSRAM, 

modelo ENH, potência de 250W), foi acoplada a uma caixa metálica proveniente de 

uma fonte de alimentação ATX. Nessa estrutura foi inserido um “cooler” de fonte de 

alimentação. Uma lupa de leitura de vidro cristal 100% (marca DFV, modelo LL-

P100, com 100 mm de diâmetro, 175 mm de foco, armação plástica, aumento de 1,5 
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vezes) foi fixada à uma distância de 7 cm da lâmpada. A uma distância de 22,5 cm, 

colocou-se uma cuba de refrigeração de vidro oca de formato retangular, com 5 cm de 

percurso. Nas extremidades laterais da cuba, foi soldado um bocal permitindo a 

fixação de mangueiras de silicone para circulação de água em seu interior. Essa cuba 

permite a passagem de fluxo de água visando a refrigeração da região próxima à 

amostra. A luz emitida pela lâmpada foi então filtrada para a eliminação de 

comprimentos de onda desnecessários pelo uso de um filtro óptico vermelho. O filtro 

foi obtido comercialmente e é composto de poliéster pigmentado. Este equipamento 

foi utilizado com e sem o filtro. O PHLS é representado na Figura 16. 

 

 

Figura 16. Esquema PHLS 

 

 LED600  Sob uma placa de fenolite, fez-se o arranjo para 600 LED vermelhos de 

alto brilho (marca ZX, 8000 mcd). O arranjo foi organizado em 150 clusters de 4 LED 

em série, ligados em paralelo. A placa foi fixada em uma caixa metálica retangular, de 

21 cm
2
 de área, por 51 cm de altura. Foi soldado na estrutura metálica, em seu interior, 

alguns suportes que permitiram a fixação de amostras. 

 

Filtro 

 

 

Fluxo de água para 

resfriamento 

 

Lupa 

 

 

Lâmpada Halógena 
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Figura 17. Esquema LED600 

 

 AMS-II  Arranjou-se em série 7 LED de alta potência (Edison, modelo IR Edixeon). 

Os LED foram ligados através de um conversor construído pelo nosso grupo de 

pesquisa. O equipamento opera sob tensão 100 – 240 V, e mantém fixa a corrente de 

saída para cerca de 350 mA. 

 

Figura 18. Esquema AMS-II 
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 WE-IV  Consiste em um arranjo de 4 lâmpadas fluorescentes de 20W cada fixadas 

em uma caixa metálica retangular, de 63cm
2
 de área por 51cm de altura. Foi soldado 

na estrutura metálica, em seu interior, alguns suportes que permitiram a fixação de 

amostras. 

 

5. Ensaios de Concentração Mínima Inibitória (CMI) 

Os ensaios de concentração mínima inibitória foram realizados em placas de microdiluição 

com 96 poços de fundo chato utilizando o fotosensibilizador em diluições sucessivas, o 

aditivo (quando necessário), a suspensão celular de Saccharomyces cerevisiae e o meio de 

cultura. Após o preparo das placas, as mesmas foram colocadas em estufa a 37ºC durante 48 

horas. A leitura foi feita visualmente utilizando Resazurina como corante vital, ou seja, há a 

diferenciação da coloração das células vivas e mortas, onde as células vivas apresentam 

coloração rósea. 

 

6. Preparo dos extratos de Bidens sulphurea 

6.1. Coleta do material vegetal 

O material vegetal foi colhido no mês de Março de 2012 nas imediações do Campus 

Santa Mônica da Universidade Federal de Uberlândia (-18° 55' 07''; -48° 16' 38''). Todo o 

material foi colhido por volta de 04:00 as 05:00 horas evitando que o mesmo sofresse 

incidência de luz solar no dia da coleta. 

 

6.2. Secagem do material vegetal 

O material fresco (989 g) foi seco em estufa à temperatura de 37ºC na ausência de luz 

durante 3 semanas e o material seco (182,96 g) foi armazenado em frasco escuro, envolvido 

com papel alumínio. 

 

6.3. Preparo do extrato bruto liofilizado (EBL) 

Após a coleta, o material vegetal (182,96g) foi macerado e submetido à extração sob 

agitação ocasional sem renovação do líquido extrator com etanol a frio durante uma semana. 
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Em seguida o extrato foi filtrado e o solvente foi evaporado à pressão reduzida em um 

evaporador rotativo e, após redução de volume o extrato foi liofilizado para a obtenção do 

chamado Extrato Bruto Liofilizado (EBL). 

 

6.4. Preparo dos extratos parcialmente fracionados 

A partir do EBL foram coletadas frações parcialmente purificadas utilizando como 

solventes o Hexano (Hex), Acetato de Etila (EtA) e Diclorometano (DCM). O fracionamento 

foi realizado por extração líquido/líquido seguindo a ordem de polaridade. 

 

7. Preparo de lipossomas contendo ftalocianina de cloroalumínio e ftalocianina de zinco. 

Lipossomas foram preparados pelo método de injeção etanólica como descrito por 

Oliveira e seus colaboradores em 2005 (OLIVEIRA, 2005). 1000 µL de solução de 

fosfolipídeos foram misturados com 72 µL de solução de fotosensibilizador em um 

microtubo. Em seguida foi retirada uma alíquota de 750 µL desta solução resultante que foi 

colocada em uma seringa de insulina. A injeção foi realizada em 10 mL de solução salina a 

uma velocidade aproximada de 1-2 µL.s
-1

. Após completa injeção os lipossomas foram 

dialisados para retirada de ftalocianina não encapsulada, DMSO e EtOH.  

 

7.1. Determinação da taxa de encapsulamento 

A taxa de encapsulamento foi realizada através de absorção molecular na região do 

visível no pico máximo de absorção de cada droga encapsulada. 

A membrana dos lipossomas foi rompida com EtOH e foi realizada a leitura em 

espectrofotômetro dos lipossomas não dialisados (LND) e dos lipossomas dialisados (LD). A 

taxa de encapsulamento foi calculada através da seguinte fórmula: 

 

% = (ABSLD/ABSLND)*100   (1) 

 

8. Ensaios de Unidades Formadoras de Colônias (UFC) 

Os ensaios para determinação de unidades formadoras de colônia de Saccharomyces 

cerevisiae foram feitos utilizando 100µL do inoculo em contato com 100µL da droga na 
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escala nefelométrica de Mc Farland, que é utilizada para a padronização da concentração 

bacteriana em uma suspensão através da turbidez. Após o tempo de incubação e irradiação 

previstos no protocolo, 10µL da suspensão celular foram colocados em placas de petri e 

foram cobertas com Agar Sabouraud Dextrose. 

As placas foram colocadas em estufa à 37ºC durante 48 horas e a contagem das Unidades 

Formadoras de Colônia foi realizada com o auxílio de um contador de colônias. 

 

9. Extração de proteínas de Moringa oleifera Lam 

9.1. Coleta do material vegetal 

O material vegetal foi colhido nos meses de Março, Abril e Maio de 2012 nas 

imediações do Campus Santa Mônica da Universidade Federal de Uberlândia (-18° 55' 07''; -

48° 16' 38''). 

 

9.2. Preparo do material vegetal 

As sementes de Moringa oleifera foram retiradas da vagem e passaram por um 

processo de tratamento com NaClO 1% para esterilização. Após este processo as sementes 

foram colocadas em estufa à 37º para secagem e, em seguida, trituradas em liquidificador 

industrial para a obtenção do material de trabalho. 

 

9.3. Preparo da solução de proteínas 

As proteínas de Moringa oleifera foram extraídas utilizando diferentes soluções 

extratoras (água destilada, NaCl 0,15 mol L
-1

 e NaCl 1,0 mol L
-1

) em duas temperaturas (25ºC 

e 50ºC) durante tempos predeterminados (15 min, 1 h, 4 h e 24 h). 150 mL de solvente foi 

adicionado à 30 g do material de trabalho e colocados sob agitação durante os tempos 

predeterminados às temperaturas de 25ºC e 50ºC. Em seguida as soluções foram filtradas em 

papel de filtro quantitativo e estocadas para quantificação.  

As soluções preparadas com água ou NaCl 1,0 mol L
-1

 foram dialisadas em 

membranas de celulose utilizando NaCl 0,15 mol L
-1

 durante 2 horas à temperatura ambiente. 
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9.4. Purificação das proteínas de Moringa oleifera 

A purificação parcial do extrato bruto das sementes se deu a partir da precipitação pela 

adição de sulfato de amônio sólido até uma saturação de 100%. O precipitado da proteína foi 

ressuspendido em água destilada e filtrada para remover os materiais insolúveis. O extrato 

parcialmente purificado foi colocado em membranas semipermeáveis de diálise. A solução foi 

então vertida para dentro de uma coluna de DEAE celulose equilibrada com água para eluir as 

proteínas aglutinantes, seguido de uma solução de cloreto de sódio 1 mol L
-1

 para remoção 

das proteínas aderidas à coluna. As frações eluídas que obtiveram maior concentração de 

proteínas foram agrupadas em um só recipiente e superconcentradas pelo processo de 

pervoevaporação. Essa fração de proteína superconcentrada foi vertida para uma coluna de 

carboximetilcelulose equilibrada em solução de cloreto de sódio 1 mol L
-1

 para a remoção das 

proteínas aglutinantes. A solução eluída foi dialisada em membranas semipermeáveis e 

quantificadas pelo método de Lowry e colaboradores (1951). Foi realizada uma eletroforese 

SDS-PAGE a fim de verificar o grau de pureza da proteína. 

 

9.5. Testes de atividade aglutinante das proteínas de Moringa oleifera 

Os testes de atividade aglutinante foram realizados utilizando uma metodologia 

desenvolvida no LABIOFOT através de nanopartículas de ouro (ouro coloidal). 

 

9.5.1. Preparo das nanopartículas de ouro. 

As nanopartículas de ouro foram preparadas de acordo com o descrito em MELO JR 

(2012).  

Aqueceu-se até a ebulição 100,0 mL de uma solução 2,5 x 10
-4

 mol L
-1

 de HAuCl4 em um 

Erlenmeyer, com agitação. Adicionou-se rapidamente 5,0 mL de solução 1% de citrato de 

sódio e manteve-se a solução em ebulição, tampada com um vidro de relógio, por 10 min, 

mantendo-se a agitação. Decorrido esse tempo, o aquecimento do sistema foi suspenso e a 

agitação mantida por mais 15 min em outra placa de agitação, porém sem aquecimento. A 

barra magnética foi, então, removida e a solução foi resfriada à temperatura ambiente sem a 

utilização de banho de gelo.  
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9.5.2. Ensaios de atividade aglutinante. 

A atividade hemaglutinante, foi avaliada segundo Todorov e colaboradores (2003), 

utilizando eritrócitos humanos não tratados e eritrócitos de coelhos tratados com 

glutaraldeído. A papa de hemácia foi obtida centrifugando-se o sangue (coletado com 

anticoagulante) e lavando-se o precipitado três vezes com salina (NaCl 0,15 mol L
-1

). Em 

seguida foi preparada a suspensão de eritrócito 3% (v/v) em salina. Realizou-se a diálise no 

tempo de 2 horas. Após a diálise, foram realizadas diluições seriadas em placas para 

microtitulação, em salina, seguido pela adição de um mesmo volume (100 µl) de eritrócitos. 

As amostras foram incubadas por 45 minutos para avaliação da atividade hemaglutinante. 

A análise do método de aglutinação foi avaliada utilizando nanopartículas de ouro 

coloidal 15nm, extrato bruto de proteínas da folha de Moringa oleifera e proteína purificada 

de Moringa oleifera. O teste foi realizado em placas de microdiluição sendo realizadas 

diluições seriadas da proteína de Moringa oleifera com a posterior adição do ouro coloidal. 

Após a microdiluição, a amostra foi incubada por 45 minutos para avaliação da atividade 

aglutinante. 
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IV – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

1. Padronização das condições experimentais 

1.1. Fontes de irradiação 

1.1.1. PHLS 

 

O gráfico 1 mostra que o espectro do equipamento PHLS é bem amplo, percorrendo 

de 400 nm a 800 nm portanto não é homogêneo na irradiação, não sendo específico para 

drogas como ftalocianina de zinco ou azul de metileno, porém este sistema pode ser utilizado 

para os extratos de Bidens sulphurea, que possuem um espectro de absorção mais amplo. 

Assim a eficiência fotodinâmica do processo será melhor. 

Ao adicionar o filtro no equipamento, o mesmo passa a emitir fótons em uma faixa 

menor de comprimento de onda, tornando-se mais específico, principalmente na região de 

absorção dos fotosensibilizadores utilizados no trabalho (ZnPc, MB, TB, AlClPc). 

 

Gráfico 1. Espectro de emissão do equipamento PHLS com e sem filtro. 
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1.1.2. WE-IV 

O espectro do WE-IV (Gráfico 2) é bastante amplo, porém pouco eficiente na região 

de maior interesse, chamada de janela terapêutica (600 nm a 700 nm). Este equipamento 

também será mais utilizado para a sensibilização dos componentes do extrato de Bidens 

sulphurea. 

 

 

Gráfico 2. Espectro de emissão do equipamento WE-IV 

 

1.1.3. LED600 e AMS-II 

 

Ambos os equipamentos possuem como fonte de irradiação os diodos emissores de 

luz, sendo o LED 600 com diodos de alto brilho e o AMS-II de alta potência. O espectro de 

emissão destes equipamentos é apresentado no gráfico 3. 

O espectro mostra que ambos os equipamentos emitem na janela terapêutica com 

bastante eficiencia. O LED600 possui uma maior intensidade de emissão com comprimento 

de onda máximo de emissão em aproximadamente 640 nm e o AMS-II possui menor 

intensidade com comprimento máximo de emissão em aproximadamente 670 nm. Isto mostra 
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que o AMS-II pode ser mais eficiente para a excitação das ftalocianinas que possuem 

comprimento máximo de absorção próximo de 670 nm.  

Porém, ambos os equipamentos, por serem bastante homogêneos com uma pequena 

faixa de comprimento de onda de emissão podem ser bastante eficientes para utilização como 

fonte de irradiação para a terapia fotodinâmica e inativação fotodinâmica. 

 

 

Gráfico 3. Espectro de emissão dos equipamentos LED600 e AMS-II 

 

1.2. Tempo de incubação do fotosensibilizador com as células 

A variação da concentração mínima inibitória de fotosensibilizador foi feita utilizando 

variação de 0 a 40 minutos de tempo de incubação. Para este teste, o tempo de irradiação foi 

constante em 20 minutos (tempo utilizado baseado em trabalhos anteriores do próprio 

laboratório com outros modelos celulares como macrófagos, eritrócitos e bactérias) e a 

distância entre a fonte luminosa e as células durante a irradiação também foi constante 

(PHLS: 21 cm; WE-IV: 11 cm; LED600: 11 cm; AMS-II: 5 cm). 
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Os gráficos 4 e 5 mostram a concentração mínima inibitória de azul de metileno e 

ftalocianina de zinco variando o tempo de incubação do fotosensibilizador com as células. 

 

Gráfico 4. Concentração mínima inibitória de azul de metileno variando o tempo de 

incubação do fotosensibilizador com as células (3x10
6
 células/mL).  
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Gráfico 5. Concentração mínima inibitória de ftalocianina de zinco variando o tempo de 

incubação do fotosensibilizador com as células (3x10
6
 células/mL). 

Os gráficos mostram que quanto maior o tempo de incubação do fotosensibilizador 

com as células, menor a concentração mínima de inibição, pois há um maior tempo de 

interação entre eles. Para o azul de metileno, os equipamentos LED600 e AMS-II não 

apresentaram grandes variações na concentração inibitória mínima de 20 minutos para 40 

minutos, enquanto os outros equipamentos apresentaram uma diferença considerável. 

Para a ftalocianina de zinco, apenas o equipamento LED600 apresentou uma diferença 

de concentração inibitória mínima entre os tempos de 20 minutos e 40 minutos, porém não é 

uma diferença muito expressiva, principalmente se o desvio padrão for considerado. 

A partir destes resultados foi definido um tempo de 20 minutos de incubação para a 

inativação fotodinâmica de Saccharomyces cerevisiae, pois praticamente não há diferenças 

consideráveis entre a concentração mínima inibitória para o tempo de 20 minutos e 40 

minutos. 

 

1.3. Tempo de irradiação das células 

A variação da concentração mínima inibitória de fotosensibilizador foi feita utilizando 

variação de 0 a 40 minutos de tempo de irradiação. Para este teste, o tempo de incubação foi 

constante em 20 minutos (tempo utilizado baseado em trabalhos anteriores do próprio 

laboratório com outros modelos celulares como macrófagos, eritrócitos e bactérias) e a 

distância entre a fonte luminosa e as células durante a irradiação também foi constante 

(PHLS: 21 cm; WE-IV: 11 cm; LED600: 11 cm; AMS-II: 5 cm). 

Os gráficos 6 e 7 mostram a concentração mínima inibitória de azul de metileno e 

ftalocianina de zinco variando o tempo de incubação do fotosensibilizador com as células. 
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Gráfico 6. Concentração mínima inibitória de azul de metileno variando o tempo de 

irradiação. 

 

 

Gráfico 7. Concentração mínima inibitória de ftalocianina de zinco variando o tempo de 

irradiação. 
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Os gráficos mostram que quanto maior o tempo de irradiação das células após 

incubação com o fotosensibilizador, menor a concentração mínima de inibição, pois há um 

maior tempo de excitação do fotosensibilizador, permitindo a geração de uma maior 

quantidade de espécies reativas de oxigênio que irão atuar na inativação celular.  

Para o azul de metileno, a concentração mínima inibitória não apresentou grandes 

variações entre 20 minutos e 40 minutos nos equipamentos LED600 e AMS-II. Já na 

ftalocianina de zinco, há uma grande diminuição da concentração mínima inibitória para estes 

dois equipamentos. 

Apesar da eficiência com 40 minutos de irradiação ser maior, foi definido um tempo 

de 20 minutos de irradiação para a inativação fotodinâmica de Saccharomyces cerevisiae, pois 

este tempo de irradiação mostra as diferenças entre a excitação do azul de metileno e 

ftalocianina de zinco. 

 

1.3. Distância da fonte de irradiação 

A distância da fonte luminosa para as células foi determinada para os equipamentos 

LED600 e WE-IV, pois o PHLS não permite a alteração desta distância e o AMS-II possui 

uma área de irradiação pequena, o que não permite que esta distância seja alterada, pois iria 

diminuir a homogeneidade da irradiação. 

Para estudo do efeito da distância na fotoinativação de Saccharomyces cerevisiae foi 

padronizado um tempo de incubação de 20 minutos e tempo de irradiação de 20 minutos, 

previamente padronizados. 

O gráfico 8 mostra a concentração mínima inibitória de azul de metileno e ftalocianina 

de zinco frente à Saccharomyces cerevisiae em diferentes distâncias da fonte luminosa. 
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Gráfico 8. Concentração mínima inibitória de azul de metileno e ftalocianina de zinco frente 

à Saccharomyces cerevisiae (3x10
6
 células/mL) em diferentes distâncias da fonte luminosa. 

 

O gráfico 8 mostra que no equipamento LED600 a concentração mínima inibitória 

para ambos os fotosensibilizadores foi menor na distância de 11 cm da fonte luminosa. Já no 

equipamento WE-IV, a concentração mínima inibitória foi a mesma para as distâncias de 3 

cm e 11 cm, evidenciando que quanto mais próximo à fonte luminosa, menor a concentração 

mínima inibitória. 

Para o LED600, a concentração mínima inibitória foi maior na distância de 11 cm 

devido à ótica de distribuição da luz dos diodos. Na distância de 11 cm, a homogeneidade da 

irradiação provavelmente seja maior, causando uma diminuição na concentração mínima 

inibitória. 
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2. Atividade fotodinâmica dos fotosensibilizadores não encapsulados 

 

A atividade fotodinâmica dos fotosensibilizadores não encapsulados em lipossomas e 

sem a presença de aditivos é mostrada no gráfico 9. 

 

 

Gráfico 9. Concentração mínima inibitória dos diferentes fotosensibilizadores irradiados nos 

sistemas de irradiação PHLS e LED600. Tempo de incubação: 20 min; Tempo de irradiação 

20 min; Distância da fonte luminosa: 11 cm (LED600) e 21 cm (PHLS); Concentração 

celular: 3x10
6
 células/mL. 

 

O gráfico 9 mostra que, entre os fotosensibilizadores testados, o mais eficiente nestas 

condições foi o azul de metileno, que é pouco mais eficiente que o azul de toluidina, 

estruturalmente muito semelhante e também é predominantemente hidrofílico. 

A ftalocianina de cloro-alumínio se mostrou mais eficiente que a ftalocianina de zinco 

na fotoinativação de Saccharomyces cerevisiae. Este aumento da eficiência pode ser devido a 

uma maior interação entre esta droga e a membrana das células. Este aumento não é devido ao 
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rendimento quântico de geração de oxigênio singlete, pois estudos anteriores mostraram que 

este rendimento é maior para a ftalocianina de zinco do que para a ftalocianina de cloro-

alumínio (IDOWU e NYOKONG, 2007). 

O equipamento PHLS quando utilizado com o filtro é mais eficiente do que o mesmo 

equipamento sem o filtro, porém o LED600 ainda é mais eficiente para a inativação 

fotodinâmica.  

Neste teste não foram utilizados os equipamentos WE-IV e AMS-II pois o primeiro se 

mostrou ineficiente para a inativação fotodinâmica nas condições padronizadas e o segundo 

equipamento, que é um protótipo, não se encontrava em perfeito funcionamento para 

utilização. 

 

3. Bidens sulphurea  

3.1. Extratos de Bidens sulphurea 

 

Os extratos de Bidens sulphurea foram utilizados como possíveis fotosensibilizadores 

naturais para a inativação fotodinâmica. Outros produtos naturais já apresentaram esta 

característica como o Hypericum perforatum, conhecido como “Erva de São João”, de onde 

foi extraída a hipericina. 

Para a utilização dos extratos, foi preparado um extrato bruto e, a partir deste, foi 

realizado um fracionamento com solventes (hexano, diclorometano e acetato de etila) para 

analisar em quais frações estão localizadas as substâncias com potencial atividade 

fotodinâmica. 

Após o fracionamento, foi realizado um espectro de absorção molecular das três 

frações e do extrato bruto liofilizado obtidos (Gráfico 10). 
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Gráfico 10. Espectro de absorção molecular no UV-Vis das frações Hex, DCM, EtA e do 

EBL obtidos de Bidens sulphurea. 

 

O espectro de absorção molecular mostra que as frações acetato de etila e 

diclorometano possuem um comportamento muito próximo, com pico de absorção próximo a 

400 nm. Já a fração hexano apresenta absorção molecular bem diferente das demais frações, 

tendo picos intensos em 330 e 350 nm, que pode caracterizar a presença de poliacetilenos, 

porém é necessário um estudo fitoquímico completo para comprovar a existência destas 

substâncias em sua constituição. O extrato bruto liofilizado apresenta um espectro com 

absorção decrescente entre 300 e 550 nm. 

 

3.2. Citotoxidade e atividade fotodinâmica dos extratos 

 

Para avaliar a atividade fotodinâmica dos extratos de Bidens sulphurea frente à 

Saccharomyces cerevisiae o gráfico 11 apresenta a mortalidade celular das células na 

presença e ausência de irradiação luminosa. 
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Gráfico 11. Diluição mínima inibitória dos extratos de Bidens sulphurea frente à 

Saccharomyces cerevisiae (3x10
6
 células/mL). Tempo de incubação: 20 minutos; Tempo de 

Irradiação: 20 minutos; Equipamento de irradiação: PHLS; Distância da Fonte Luminosa: 21 

cm. 

 

O gráfico 11 mostra que a fração acetato de etila foi a mais eficiente na inativação 

fotodinâmica de Saccharomyces cerevisiae com uma diluição mínima inibitória de 1/7680, 

enquanto o mesmo extrato apresentou uma citotoxidade de 1/240. A fração hexano não 

apresentou uma atividade fotodinâmica eficiente, sendo praticamente a mesma diluição 

inibitória mínima para sua citotoxidade. O extrato bruto liofilizado também apresentou uma 

grande atividade fotodinâmica, pois os mesmos compostos presentes na fração acetato de etila 

estão presentes neste extrato, porém pode haver um número maior de antioxidantes que 

diminuem os efeitos fotodinâmicos para as células. Nenhum solvente nas concentrações 

utilizadas causou mortalidade celular em Saccharomyces cerevisiae. 

 



59 

 

4. Lipossomas  

4.1. Preparo das formulações lipossomais contendo ftalocianinas 

 

As formulações lipossomais preparadas estão representadas na tabela 3. 

 

Tabela 3. Formulações lipossomais preparadas com seus respectivos fotosensibilizadores, 

componentes e aditivos. 

Formulação Fotosensibilizador Aditivos 

LZ1 Ftalocianina de Zinco - 

LZ2 Ftalocianina de Zinco Chol (2:1) 

LZ3 Ftalocianina de Zinco Chol (3:1) 

LZ4 Ftalocianina de Zinco Chol (5:1) 

LZ5 Ftalocianina de Zinco PEG3000 + Chol (3:1) 

LZ6 Ftalocianina de Zinco Albumina 

LZ7 Ftalocianina de Zinco Albumina + Chol (3:1) 

LA1 Ftalocianina de Cloro-Alumínio - 

LA2 Ftalocianina de Cloro-Alumínio Chol (3:1) 

 

Todos os lipossomas puderam ser preparados pelo método da injeção etanólica. 

Não foram preparados lipossomas utilizando como fotosensibilizadores o azul de 

metileno e o azul de toluidina, pois estudos anteriores do laboratório mostraram que a 

eficiência de encapsulamento destas drogas em lipossomas unilamelares produzidos pelo 

método de injeção etanólica é baixa. 

A concentração final das ftalocianinas de zinco e cloro-alumínio nos lipossomas é de 

aproximadamente 5,0µmol.L
-1

. 

A taxa de encapsulamento dos fotosensibilizadores nos lipossomas preparados pode 

ser observada na tabela 4. 
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Tabela 4. Taxa de encapsulamento dos fotosensibilizadores em cada formulação lipossomal. 

Formulação Taxa de 

Encapsulamento(%) 

LZ1 86 ± 2 

LZ2 92 ± 4 

LZ3 94 ± 4 

LZ4 91 ± 3 

LZ5 97 ± 1 

LZ6 87 ± 3 

LZ7 91 ± 2 

LA1 85 ± 6 

LA2 94 ± 2 

Pode-se observar que a proporção entre o fosfolipídeo e o colesterol na composição da 

membrana não demonstra alterações significantes na taxa de encapsulamento das drogas, pois 

a ftalocianina é encapsulada entre a bicamada fosfolipídica, não sofrendo interferência direta 

do colesterol na taxa de encapsulamento, porém estudos computacionais são necessários para 

comprovar esta hipótese. Também não há diferença significante entre a taxa de 

encapsulamento da ftalocianina de zinco e a ftalocianina de cloro-alumínio, o que era 

esperado, pois a fórmula estrutural das duas substâncias é bastante similar, com alteração 

apenas no elemento central. A presença de polietilenoglicol aumenta levemente a taxa de 

encapsulamento. Este aumento provavelmente seja devido ao revestimento que o 

polietilenoglicol faz na membrana fosfolipídica. De acordo com Lehtinen e colaboradores, 

este revestimento pode auxiliar no encapsulamento das drogas e dificultar a posterior saída 

das vesículas (LEHTINEN et al, 2012). 

 

4.2. Ensaios de atividade fotodinâmica das formulações lipossomais 

Os testes com lipossomas foram realizados utilizando unidades formadoras de colônia, 

pois os resultados em placas de microdiluição não foram satisfatórios, pois não foi possível 

observar diferenças significativas na concentração mínima inibitória. Assim o teste em placas 

de petri se mostrou mais eficiente para a avaliação da atividade fotodinâmica dos 

fotosensibilizadores encapsulados em diferentes formulações lipossomais. 
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Foram utilizadas as formulações lipossomais descritas na tabela 3 e também a 

ftalocianina de zinco e a ftalocianina de cloro-alumínio livres para comparação da eficiência 

do sistema de entrega de drogas utilizado. 

 Os resultados são apresentados no Gráfico 12 e Tabela 5. 

 

 

Gráfico 12. Unidades formadoras de colônia (UFC) de Saccharomyces cerevisiae após 

irradiação utilizando diferentes formulações lipossomais de ftalocianina de zinco e 

ftalocianina de cloro-alumínio. Tempo de incubação: 20 minutos; Tempo de irradiação: 20 

minutos; Equipamento de irradiação: LED600; Distância da fonte luminosa: 11 cm. 
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Tabela 5. Unidades Formadoras de Colônia de Saccharomyces cerevisiae em cada 

formulação lipossomal de ftalocianina de zinco e ftalocianina de cloro-alumínio. 

Formulação UFC 

Controle 296 

LZ1 278 

LZ2 150 

LZ3 135 

LZ4 167 

LZ5 299 

LZ6 267 

LZ7 190 

LA1 279 

LA1 128 

ZnPc 5 uM 210 

AlClPc 5 uM 221 

 

Os resultados mostram que lipossomas sem colesterol (LZ1 e LA1) não provocam uma 

mortalidade celular eficiente, provavelmente devido a uma baixa eficiência na entrega da 

droga. Esta baixa eficiência pode ser explicada pelo grande diâmetro dos lipossomas sem 

colesterol já descritos na literatura (OLIVEIRA, 2005). Este efeito também pode ocorrer pois 

o colesterol diminui a rigidez entre os fosfolipídeos da membrana facilitanto a entrega das 

drogas (FRÉZARD, 2005). Lipossomas convencionais contendo colesterol na proporção de 

3:1 (LZ3 e LA2) inativam aproximadamente 45% das células, mostrando uma boa eficiência 

da técnica para as droga de interesse, sendo que lipossomas contendo ftalocianina de zinco e 

ftalocianina de cloro-alumínio apresentaram praticamente a mesma mortalidade celular. 

A variação da concentração de colesterol nos lipossomas também influenciou na 

mortalidade celular. Lipossomas contendo colesterol na proporção DPPC/Chol 3:1 (LZ3) 

foram os mais eficientes. Provavelmente esta proporção seria a mais estável para as vesículas. 

Para confirmar esta hipótese são necessários estudos de dinâmica molecular para avaliar a 

influência do colesterol na estabilidade da vesícula e, principalmente na entrega das drogas. 

Lipossomas contendo polietilenoglicol (LZ5) não apresentam mortalidade celular 

efetiva, isto pode ocorrer, pois o PEG forma uma camada protetora na parte externa dos 

lipossomas, tornando-os “invisíveis” para as células, são chamados lipossomas furtivos, como 
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as células não o reconhecem, a interação célula/droga não é eficiente para este tempo de 

incubação. Lipossomas contendo albumina (LZ6 e LZ7) inativam um menor número de células 

que lipossomas sem albumina, provavelmente a albumina forma uma camada protetora 

externa nos lipossomas que é similar à camada criada pelo polietilenoglicol, diminuindo a 

interação dos mesmos com as células. 

Os resultados mostram que as drogas encapsuladas em lipossomas apresentam uma 

mortalidade celular maior que as drogas livres, evidenciando que os lipossomas facilitam a 

entrega destas drogas para as células, sendo assim mais eficientes para a inativação 

fotodinâmica de Saccharomyces cerevisiae. 

 

5. Moringa oleifera Lam 

Neste trabalho, as proteínas extraídas de Moringa oleifera Lam são utilizadas como sistema 

de entrega de drogas para a inativação fotodinâmica de Saccharomyces cerevisiae, em 

substituição aos lipossomas, que já são descritos na literatura. 

5.1. Extração das proteínas de Moringa oleifera Lam 

As proteínas de Moringa oleifera foram extraídas conforme metodologia descrita e a 

dosagem de proteínas foi realizada através do método de Lowry e colaboradores (1951). Foi 

realizada uma curva de calibração com albumina sérica bovina com concentrações de 0,6025 

mg/mL a 10 mg/mL. 

O resultado apresenta a concentração de proteínas em mg de proteína por mL de 

extrato. 
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Gráfico 13. Curva de calibração para dosagem de proteínas em extrato de Moringa oleifera 

Lam. 

 

Gráfico 14. Concentração de proteínas no extrato de Moringa oleifera Lam em diferentes 

solventes e tempos de extração à temperatura de 25ºC. 

R2 = 0,99786 
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Gráfico 15. Concentração de proteínas no extrato de Moringa oleifera Lam em diferentes 

solventes e tempos de extração à temperatura de 50ºC. 

 

Pode se observar que com o aumento da temperatura, a quantidade de proteína 

extraída é maior. Além disto, em NaCl 1,0M a concentração de proteínas em mg/mL é bem 

superior aos outros solventes, isto se deve ao processo de “salting in” que consiste em um 

aumento da solubilidade de determinados solutos com o aumento da força iônica do meio, 

fazendo com que a extração seja mais eficiente, porém este efeito começa a diminuir com o 

aumento excessivo da concentração de sal no meio. Nos tempos de 24 horas a extração foi 

mais eficiente, mostrando que quanto maior o tempo de extração, maior a concentração de 

proteínas na solução final. 

Após a extração das proteínas, foi desenvolvido um método para avaliação da 

atividade aglutinante das proteínas. O método de hemaglutinação não foi eficiente para este 

tipo de proteína, portanto foi feito o teste utilizando ouro coloidal. A partir do teste pôde-se 

observar que as proteínas extraídas pelo método proposto possui atividade aglutinante. O 

resultado pode ser observado na figura 19. 
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Figura 19. Ensaio de aglutinação de proteínas de Moringa oleifera Lam utilizando ouro 

coloidal. Linhas A, B e C: Folhas; Linhas F, G, H: Sementes. 

 

Após a extração, foi iniciado um processo para a purificação das proteínas aglutinantes 

de Moringa oleifera Lam através da precipitação com Sulfato de Amônio, eluição em coluna 

de DEAE celulose e em seguida carboximetilcelulose (cromatografia por afinidade). A 

proteína aglutinante não pôde ser purificada devido à homogeneidade das mesmas. Seria 

necessária uma coluna com quitina modificada para realizar tal purificação, porém a mesma 

não foi obtida. O resultado da eletroforese mostra que a cada passo da purificação, a 

quantidade da proteína de maior peso molecular diminui, enquanto a proteína de menor massa 

permanece praticamente constante (figura 20). 

A 
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                                      a         b         c        d          e 

Figura 20. Eletroforese SDS-PAGE das proteínas de Moringa oleifera Lam. a) Padrão de 

peso molecular 50kDa; b) Extrato bruto sem purificação; c) Extrato bruto após purificação 

com sulfato de amônio; d) Fração após eluição em DEAE Celulose; e) Fração após eluição em 

carboximetilcelulose. 

 

5.2. Efeito de proteínas de Moringa oleifera Lam na fotoinativação de Saccharomyces 

cerevisiae 

 

Foram realizados os testes para avaliar o efeito das proteínas de Moringa oleifera Lam 

apenas com os fotosensibilizadores azul de metileno e ftalocianina de zinco no equipamento 

LED600. Os resultados são apresentados no gráfico 16. 
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Gráfico 16. Concentração mínima inibitória dos fotosensibilizadores azul de metileno e 

ftalocianina de zinco com a presença de proteínas de Moringa oleifera Lam. Tempo de 

incubação: 20 min; Tempo de irradiação 20 min; Distância da fonte luminosa: 11 cm. 

Quantidade de células: 3x10
6
 células/mL. 

 

O gráfico 16 mostra que as proteínas de Moringa oleifera Lam potencializam a 

atividade dos fotosensibilizadores frente à Saccharomyces cerevisiae. A concentração mínima 

inibitória diminui consideravelmente tanto para a ftalocianina de zinco quanto para o azul de 

metileno. A proteína provavelmente facilita a interação entre as drogas e a membrana das 

células, o que aumenta a mortalidade celular. 

As proteínas de Moringa oleifera não apresentam mortalidade celular sobre 

Saccharomyces cerevisiae na ausência do fotosensibilizador, o que evidencia que ela apenas 

auxilia no processo de entrega da droga para as células. 

Os efeitos das proteínas de Moringa oleifera Lam sobre a diluição mínima inibitória 

do extrato bruto liofilizado de Bidens sulphurea é mostrado no gráfico 17. 
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Gráfico 17. Diluição mínima inibitória do extrato bruto liofilizado (EBL) de Bidens 

sulphurea com a presença de proteínas de Moringa oleifera (MO) na presença e ausência de 

irradiação luminosa. Tempo de incubação: 20 minutos; Tempo de irradiação: 20 minutos; 

Equipamento de Irradiação: PHLS; Distância da fonte luminosa: 21cm. 

 

O gráfico 17 mostra que, assim como nos fotosensibilizadores sintéticos, as proteínas 

de Moringa oleifera Lam contribuíram para a diminuição da diluição mínima inibitória do 

extrato bruto liofilizado de Bidens sulphurea frente à Saccharomyces cerevisiae.  

As proteínas de Moringa oleifera aumentam a interação entre as substâncias presentes no 

extrato bruto e as células, facilitando a ação citotóxica ou fotodinâmica. 
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V. CONCLUSÕES 

 

Lipossomas são excelentes veículos transportadores de fotosensibilizadores 

hidrofóbicos para utilização em inativação fotodinâmica, assim podemos concluir que podem 

ser utilizadas na terapia fotodinâmica. 

O extrato bruto de Bidens sulphurea já havia apresentado uma atividade fotodinâmica 

no trabalho de NETO (2011), porém neste trabalho, com o fracionamento do extrato bruto 

liofilizado pôde-se observar que este produto natural é muito promissor na possível busca por 

novos fotosensibilizadores para a terapia fotodinâmica, de forma a diminuir ainda mais os 

custos da técnica. 

Para potencializar o efeito de drogas sintéticas hidrofóbicas como a ftalocianina de 

zinco, foi descrita neste trabalho a utilização de proteínas de Moringa oleifera Lam. Estas 

macromoléculas se comportaram como um sistema de entrega de drogas (“Drug Delivery 

System”) que foi mais eficiente que os lipossomas para as condições testadas. O que mostra 

ser um resultado bastante promissor no que se trata a entrega de drogas, pois estas proteínas 

são facilmente obtidas e são atóxicas, sendo utilizadas inclusive em alimentação humana. 

Um novo método para verificação da atividade aglutinante de proteínas também pôde 

ser desenvolvido com a utilização de nanopartículas de ouro e testes para a avaliação da 

presença destas proteínas poderão ser realizados a partir desta metodologia. 

Os sistemas de irradiação se mostraram eficientes para a inativação fotodinâmica 

utilizando ftalocianina de zinco, ftalocianina de cloro-alumínio, azul de metileno e azul de 

toluidina, além dos extratos de Bidens sulphurea. 

Ainda são necessárias diferentes otimizações no processo para possível utilização na 

terapia fotodinâmica, como na caracterização da proteína de Moringa oleifera responsável 

pela entrega das drogas, o desenvolvimento de sistemas que sejam possíveis para utilização in 

vivo e o isolamento da substância ou substâncias que possuem a atividade fotodinâmica em 

Bidens sulphurea, porém este trabalho abre inúmeras possibilidades para uma possível 

aplicação da terapia fotodinâmica com um baixo custo. 
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