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RESUMO 

 

As cianinas vem sendo utilizadas nos últimos anos como sondas fluorescentes para 

detecção de proteínas em solução, pois mostram uma variação significativa na intensidade de 

fluorescência com a variação da concentração de proteína. Neste trabalho foi feito o estudo 

fotofísico da interação de cianinas simétricas e assimétricas com a albumina sérica bovina 

(BSA) em tampão fosfato (PBS). A partir da resposta fotofísica observada verificou-se que as 

cianinas assimétricas de cadeias longas se mostraram promissoras no objetivo de analisar 

quantitativamente as proteínas em meios biológicos, utilizando uma curva de calibração dos 

resultados de emissão de fluorescência. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As proteínas exercem inúmeras funções dentro do organismo, por isso o estudo de suas 

funções e atividades é muito importante para o desenvolvimento biotecnológico. Neste 

contexto, a albumina sérica bovina (BSA) é uma das proteínas mais utilizadas em estudos de 

associação com corantes. 

Albuminas séricas são as proteínas mais abundantes no plasma dos mamíferos, sendo que 

a BSA tem uma estrutura muito similar à albumina sérica humana (HSA). As albuminas são 

proteínas especialistas em encapsular moléculas que são insolúveis em água, tais como ácidos 

graxos, hormônios hidrofóbicos e fármacos liberando-os para uso pelas células de todo o 

corpo.  

A BSA é uma proteína composta de três domínios estruturais similares (Figura 1, I-III), 

sendo que cada domínio contém dois subdomínios (Figura 1, A e B) estabilizados por 17 

pontes de dissulfeto. Sabe-se que compostos aromáticos e heterociclos ligam-se aos sítios 

hidrofóbicos nos subdomínios IIA e IIIA, porém, uma dada molécula orgânica terá uma 

afinidade por um ou outro sítio dependendo da sua estrutura e do pH do meio. 

Geralmente existem dois mecanismos de interação entre moléculas orgânicas e proteínas; 

a saber: (i) Interações Covalentes onde é necessário que a molécula tenha um grupo funcional 

reativo que se ligue a um grupo funcional reativo da proteína e (ii) Interações Não-Covalentes 

que ocorrem quando a molécula tem afinidade por áreas especificas da proteína. Aqui 

escolhemos investigar as interações entre uma classe de corantes conhecida como cianinas e a 

BSA. 
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Figura 1. Estrutura tridimensional da Albumina Sérica Bovina (BSA) com os seus domínios 

(I-III) e subdomínios (A e B) representados. 

 

 

Fonte: Adaptado de http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2012/ra/c2ra20633a. Consultado 

em 18/10/2015. 

As cianinas são compostos orgânicos fotossensíveis contendo dois anéis heterocíclicos 

com dois átomos de nitrogênio quaternizados que são ligados através de uma ponte  

polimetínica que consiste de múltiplos grupos HCCH conjugados. Nos últimos anos, as 

cianinas têm sido usadas como sondas fluorescentes para a visualização de tecidos e células in 

vivo e in vitro, bem como na detecção e quantificação de proteínas em solução. As cianinas 

mostram grandes coeficientes de extinção molar e uma intensa absorção do tipo ππ* que pode 

ir desde a região do visível até o infravermelho próximo. Estas propriedades permitem que as 

cianinas sejam usadas em estudos de elucidação estrutural de proteína. Além disso, estes 

compostos têm uma elevada afinidade de ligação a ácidos nucléicos e, em geral, não são 

fluorescentes em água/tampão e só emitem fluorescência depois de interagir com uma 

biomolécula. 

Neste trabalho realizamos o estudo por espectroscopia de absorção na região do UV-

Visível e emissão de fluorescência das interações entre a proteína BSA e as cianinas 

simétricas (1-3) e assimétricas (4-9) (Figura 2) sintetizadas pelo Grupo de Fotoquímica 

http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2012/ra/c2ra20633a
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Orgânica do Instituto de Química desta Universidade.  O trabalho apresentado faz parte de 

uma publicação recente do referido grupo. (Anexo A). 

Figura 2.  Estruturas químicas das cianinas simétricas e assimétricas a serem estudadas por 

UV-Visível e fluorescência na presença de BSA. 
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2. OBJETIVOS 

2.1.  OBJETIVO GERAL 

 

Estudar a interação da proteína BSA com as cianinas simétricas (1-3) e assimétricas (4-9) 

por espectroscopia de absorção na região do UV-Visível e emissão de fluorescência para fins de 

quantificação desta proteína em meios biológicos.   

 

2.2.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Preparar soluções de tampão fosfato (PBS) pH 7,4; 

 Preparar soluções da proteína BSA em PBS pH 7,4; 

 Preparar as soluções das cianinas simétricas (1-3) previamente sintetizadas em 

dimetilformamida na concentração de 14 M; 

 Preparar as soluções das cianinas assimétricas (4-9) previamente sintetizadas em 

dimetilformamida na concentração de 14 M; 

 Preparar as soluções das cianinas simétricas (1-3) com a proteína BSA; 

 Preparar as soluções das cianinas assimétricas (4-9) com a proteína BSA; 

 Realizar as medidas de absorção no UV-Visível dos conjugados cianinas/BSA; 

 Realizar as medidas de fluorescência dos conjugados cianinas/BSA. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1.  PREPARO DAS SOLUÇÕES 

 

3.1.1. Tampão Fosfato PBS 

Foram pesados 8 g de NaCl (cloreto de sódio), 0,2 g de KH2PO4 (monofosfato de 

potássio), 1,44 g de Na2HPO4 (fosfato de sódio dibásico) e 0,2 g de KCl (cloreto de potássio), 

Os sólidos foram transferidos para um balão volumétrico com capacidade de 1 litro. 

3.1.2. BSA 

A proteína utilizada foi a BSA Fração V obtida de Alamar Tecno-Científica LTDA, onde 

foram pesados 40,5 mg de BSA e misturar a 50 mL de PBS em balão volumétrico. A 

concentração final da solução foi de 14 M. 

3.1.3. Cianinas (1-9) 

As cianinas 1-9 foram sintetizadas pelo Grupo de Fotoquímica Orgânica do Instituto de 

Química desta Universidade conforme literatura em anexo. 

Foram preparadas soluções estoques das cianinas 1-9 pesando-se 2,5 mg do corante e 

dissolvendo-se em 5 mL de dimetilformamida para obter soluções com concentrações que 

variam de 8,59x10
-4

 a 1,21x10
-3

 M* . 

 

3.1.4. Conjugados cianinas (1-9)/BSA 

Em 1 mL da solução de cianinas em PBS com concentração constante de 14  M 

foram adicionadas alíquotas de 0 a 6 mL da solução de BSA em PBS. O volume final foi 

completado Com PBS para atingir a faixa de concentração entre 0-12 M de proteína em 

solução. A mistura ficou sob agitação na temperatura ambiente durante 2 horas.  

 

 

 

 

 

 

*Alíquotas da solução mãe foram retiradas e diluídas até a obtenção da concentração final 

desejada da cianina a ser estudada. 
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Tabela 1- Volumes de cianina, BSA e PBS misturados para chegar na solução final de 

concentração de 0-12M de Conjugados  cianinas (1-9)/BSA.  

Concentração final BSA( M) cianina (mL) BSA (mL) PBS (mL) 

0 1,0 0,0 6,0 

1 1,0 0,5 5,5 

2 1,0 1,0 5,0 

3 1,0 1,5 4,5 

4 1,0 2,0 4,0 

5 1,0 2,5 3,5 

6 1,0 3,0 3,0 

7 1,0 3,5 2,5 

8 1,0 4,0 2,0 

9 1,0 4,5 1,5 

10 1,0 5,0 1,0 

11 1,0 5,5 0,5 

12 1,0 6,0 0,0 

 

3.2. UV-VISÍVEL E FLUORESCÊNCIA 

As soluções preparadas em 3.1.4 foram usadas para as medidas de absorção na região do 

UV-Visível e de fluorescência. Todas as medidas foram feitas a 25ºC. Os espectros de 

absorção no UV-Visível foram realizados em equipamento Shimadzu UV-2450. Os espectros 

de emissão de fluorescência foram realizados em Shimadzu RF-5301PC. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1. CIANINAS EM PBS 

O estudo fotofísico das cianinas foi feito em solução tampão PBS. Pode-se observar que 

nem as variações estruturais como a quaternização por grupos etil, butil ou octil, nem o fato 

de serem simétricas ou não afetaram o comportamento fotofísico das cianinas 1-9 onde o 

máximo de absorção localizou-se aproximadamente em 640nm e o máximo de emissão em 

660nm. Além disso na Figura 3 observamos pelos espectros de absorção no UV-Visível e de 

Fluorescência das cianinas 1-9 em tampão PBS que todos os espectros apresentam o mesmo 

perfil. 

Figura 3: Espectros de absorção de UV-Visível e emissão de fluorescência em solução das 

cianinas 1-9 em PBS. 

 

 

4.2. CIANINAS CONJUGADAS A BSA 

O estudo fotofísico das cianinas e dos respectivos conjugados foi realizado em PBS e está 

sumarizado na Tabela 2 onde se percebe um leve deslocamento na localização do máximo de 

absorção e de fluorescência devido à interação das cianinas com a BSA. 
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Tabela 2- Dados fotofísicos de absorção de UV-Visível e de fluorescência das soluções das 

cianinas 1-9 em PBS e em PBS/BSA. 

 
PBS PBS/BSA 

Cianina   Abs.   Em.   Abs.   Em. 

1 638 655 637 655 

2 638 658 637 664 

3 644 658 649 670 

4 640 655 640 657 

5 639 659 630 662 

6 643 658 640 658 

7 639 659 643 673 

8 640 655 640 666 

9 642 660 660 678 

 

Na figura 4 podem ser observados os espectros na região do UV-Visível das cianinas 5, 8 

e 9 na presença de BSA que mostraram a banda característica da BSA em torno de 270 nm
14

 e 

a das cianinas em torno de 637 nm. Pode-se observar que as cianinas mantiveram suas 

propriedades de absorção mesmo conjugada com a BSA. 

Figura 4: Espectro UV-Visível em solução das cianinas 5, 8 e 9 em diferentes concentrações 

de BSA (0-12 M).  
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Os espectros da Figura 4 mostram dois conjuntos distintos de curvas, que podem ser 

relacionadas com regiões de absorção da BSA (250-300 nm) e da cianina (500-700 nm). 

Pode-se observar que com aumento de BSA aumentou a intensidade de absorção entre 250-

300 nm, como esperado. No entanto, considerando a região das cianinas, foram observados 

dois comportamentos distintos. Independente da quantidade de BSA, as cianinas 5 e 8 

apresentaram absorção em cerca de 637 nm com uma intensidade quase constante. Apesar da 

absorção intensa na ausência de BSA, a cianina 9 aumentou a intensidade de absorbância após 

a adição de BSA, embora haja na literatura que com a adição de proteína ocorra uma queda 

inicial na absorção máxima devido a formação dos agregados seguida por um gradual 

acréscimo dessa intensidade após a ruptura dos agregados chegando próximo ao valor inicial
1
. 

Além disso, a BSA em solução desloca os máximos de absorção em 25 nm para o vermelho, 

como já observado para estruturas semelhantes. O máximo de absorção observado para a 

cianina 9 na presença de BSA pode ser provavelmente relacionado com o conjugado 

BSA/cianina no estado fundamental. As pequenas alterações na intensidade de absorção da 

radiação UV-Visível e os máximos para as cianinas 5 e 8 na presença de BSA não descartam 

a presença de conjugados em solução.  

A BSA é uma proteína globular composta por três domínios estruturalmente semelhantes, 

cada uma contendo dois subdomínios (A e B) e estabilizadas por 17 pontes de dissulfeto
2-6

. 

Sabe-se que aromáticos e ligantes heterociclos são encontrados ligados com dois sítios 

hidrofóbicos em subdomínios II e III, nomeados sítio I e o sítio II
2-7

. Na BSA, foi sugerido 

que as cianinas apresentam uma especificidade elevada para o subdomínio III A (sítio II)
 8-11

. 

Embora na literatura esteja presente que a afinidade de ligação de algumas cianinas não é 

somente dependente da hidrofobicidade, mas pode ser influenciada por interferências estéricas 

dentro dos sítios de ligação
11

, existe um esquema geral que com o aumento da hidrofobicidade 

entre cianinas aumenta de afinidade de ligação com a BSA. Desta forma, a comparação dos 

dados de UV-Visível da série das cianinas estudadas pôde-se supor que o aumento das cadeias 

alquil leva a um aumento da afinidade do corante com a BSA no estado fundamenta
12-13

. 

Além disso, vale ressaltar que o mesmo comportamento foi observado para todos os corantes 

sintetizados com estrutura química similar. 

Na figura 5 observa-se que as cianinas mantêm suas propriedades de emissão em torno de 

650 nm e que ocorre a conjugação entre a cianinas e a BSA, pois há uma variação na 

quantidade de emissão de fluorescência com a variação da concentração de BSA. 
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Figura 5: Espectro de emissão de fluorescência em solução das cianinas 5, 8 e 9 em diferentes 

concentrações de BSA (0-12 M).  

 

As características dos espectros de emissão de fluorescência das cianinas 5, 8 e 9 na 

ausência e presença de BSA são apresentados na Figura 5. As curvas adicionais dos corantes 

1, 2, 3, 4, 6 e 7 são apresentados no Apêndice B. 

Na Figura 5 observa-se que as cianinas utilizadas no estudo não apresentaram novas 

bandas de emissão de fluorescência devido a agregados em solução, apesar dos corantes 

cianinas da literatura terem apresentado
13-14

. Sensores ópticos para detectar proteína em 

solução geralmente apresentam agregados não fluorescentes, que na presença de proteína 

aumentam a emissão de fluorescência do corante devido à ruptura destes agregados não 

fluorescentes. No entanto, as cianinas relatadas neste trabalho se comportam de maneira 

diferente. A cianina 5 apresenta uma emissão de fluorescência significativa em PBS pois não 

forma esses agregados que só se rompem após a interação. Além disso, não pôde ser 

observada uma correlação linear entre a intensidade de fluorescência e a concentração de 

proteína. Os mesmos resultados foram observados para as cianinas 1, 2, 4 e 6. Por outro lado, 

as cianinas 3, 7, 8 e 9 apresentaram uma intensidade de fluorescência que aumentou com a 
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quantidade de BSA em solução. As cianinas 3, 7 e 9 apresentaram fluorescência na ausência 

de BSA. A primeira adição de BSA (1 M) aumentou a emissão de fluorescência de 2-4 

vezes. Após a última adição de proteína (12 M) a fluorescência aumentou de quatro até oito 

vezes, dependendo da cianina, assim como os máximos de emissão foram deslocados em 

torno de 20 nm para o vermelho. O desvio batocrômico observado sugere que os 

microambientes BSA são menos polares do que o PBS devido aos grupos hidrófobos 

presentes na superfície e no interior da BSA.  Além disso, a cianina 8 foi quase não-

fluorescente na ausência de BSA e aumentou de intensidade de fluorescência 50 até 450 vezes 

após a adição de 1 e 12 M de BSA, respectivamente. Este resultado indica que a cianina 8 

apresentou uma afinidade mais elevada com a BSA devido ao carácter mais hidrofóbico da 

combinação de cadeia alquil longa com os grupos metil presentes no anel indoleninium.  

 

4.3. QUANTIFICAÇÃO DA BSA POR ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA 

 

Foram avaliadas as intensidades de fluorescência das cianinas simétricas e assimétricas, 

não se obteve resultados satisfatórios para as cianinas simétricas e as cianinas assimétricas de 

cadeias curtas. Os resultados mostram que com a cianina 8 se obteve um bom resultado para 

fins de quantificação de proteínas em solução . Na figura 6 podemos ver que o coeficiente de 

correlação encontrado foi de 0,99071 confirmando que a cianina 8 pode ser utilizada para fins 

de qualificação de proteínas. A curva de calibração foi somente uma aproximação, apesar de 

ter dado resultado positivo, para utilizar esse método com garantias seria necessário refazer as 

soluções  de cianina 8 e as medidas de fluorescência em no mínimo 3 vias para ter valores 

mais corretos e utilizar métodos estatísticos de análise. 

Na tabela 3 observa-se que há um aumento gradativo da intensidade de fluorescência com 

o aumento da concentração para a cianinas assimétricas e de cadeias longas 8 e 9. Já para a 

cianina 5 (assimétrica de cadeia curta) os valores da intensidade de fluorescência se 

mostraram muito próximos, não variam com a concentração de BSA, assim como as demais 

cianinas assimétricas de cadeias curtas 4-7 e as simétricas 1-3 (Apêndice B). 
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Tabela 3- Dados de intensidade de fluorescência em relação a concentração de BSA das 

cianinas 5, 8 e 9. 

 

Figura 6 – Curva de calibração para quantificação de BSA em PBS utilizando a  cianina 8 

como sensor óptico. 
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0 383 10 81 

1 407 108 496 

2 429 175 663 

3 416 291 727 

4 439 349 728 

5 433 466 707 

6 448 518 874 

7 450 680 806 

8 455 763 840 

9 442 754 860 

10 451 802 891 

11 463 763 857 

12 459 879 942 
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5. CONCLUSÕES 

 

Observou-se que as cianinas que contêm cadeias mais longas e assimétricas mostram uma 

melhor variação de intensidade de fluorescência na presença de BSA. Dentre as cianinas 

utilizadas  no estudo a cianina 5 que é assimétrica e de cadeia curta, não mostrou linearidade 

com aumento da intensidade de fluorescência, a cianina 8 assimétrica e de cadeia longa 

obteve o melhor resultado chegando a um coeficiente de correlação de 0,99701 e ainda 

mostrou-se pouco fluorescente na ausência de BSA devido a formação de agregados em 

solução e com a primeira adição de BSA aumentou em 50 vezes a intensidade de 

fluorescência, a cianina 9 apesar de ser assimétrica e de cadeia longa, tem o enxofre que torna 

a molécula mais polar o que torna a interação mais difícil, pois o sítio da BSA é mais apolar. 

A cianina 8 é indicada na analise quantificação de BSA para a faixa de concentração 

de 0-12 M de BSA em solução a 2  M de cianina. 
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APÊNDICES 

 

APÊNDICE A - Espectro de absorção no UV-Visível das cianinas 1-4, 6 e 7 em diferentes 

concentrações de BSA [0-12 M]. 
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APÊNDICE B - Espectro de emissão de fluorescência das cianinas 1-4, 6 e 7 em diferentes 

concentrações de BSA [0-12 M]. 
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ANEXO 

 

PUBLICAÇÃO DO GRUPO DE FOTOQUÍMICA ORGÂNICA DO INSTITUTO DE QUÍMICA DESTA 

UNIVERSIDADE. 
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