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RESUMO

O efeito do fotossensibilizador na estrutura bioldgica ndo € apenas influenciado
por suas propriedades fotofisicas, mas também por sua interacdo especifica com
biosistemas. Além disso, a localizagdo do fotossensibilizador no tecido tumoral € um
importante fator que resulta em diferentes mecanismos de destruicdo do tumor.

Muitos fotossensibilizadores, apds administracdo sist€mica, se ligam as
proteinas plasmadticas e com isso s@o distribuidos em diferentes sitios no organismo. Os
fotossensibilizadores hidrofilicos sdo largamente transportados por albuminas e
globilinas e se acumulam preferencialmente no estroma vascular dos tumores.
Entretanto, fotossensibilizadores mais hidrofébicos se ligam as lipoproteinas,
principalmente LDL, que promove a entrada do FS na célula através de endocitose
mediado por receptor. Sendo assim, a localizacdo do FS depende de sua ligagdo com as
deferentes proteinas plasmadticas, sua farmacocinética e também é influenciada pela
diferenca entre o tecido normal e tumoral. O tecido tumoral tem pH mais baixo e maior
expressao de receptores de LDL do que os tecidos normais, aumentando a seletividade
dos FSs as células tumorais. A incorporacdo de FS hidrof6bicos em lipossomas para a
administracdo sistémica pode realgar ao transporte deste pelas lipoproteinas.

No presente trabalho estudou-se a influéncia do pH na interacdo de
fotossensibilizadores com lipossomas de DMPC e LDL. Os fotossensibilizadores
utilizados nesse estudo foram Photofrin®, Photogem® e Photosan® que sdo derivados de
hematoporfirinas. A metodologia empregada constitui de variacdo das concentracdes de
DMPC e LDL para os seguintes valores de pHs 5,0; 7,4 e 9,0, esse tltimo pH utilizou-
se somente para DMPC. O complexo FS — DMPC foi obtido por incubacio dos FSs (10
ug.mL'l) com diferentes concentragdes de DMPC (0 a 400 uM) por trinta minutos no
escuro.

Isolou-se o LDL do plasma humano por ultracentrifugacdo por gradiente de
densidade. Apés a separacdo, o complexo FS — LDL foi obtido por incubagdo (12 horas
no escuro) do FS (10 p,g.mL'l) com diferentes concentragdes de LDL (0 a 0,04 uM). O
comportamento desses complexos foi analisado por espectroscopia de absor¢do Otica e

por espectroscopia de fluorescéncia.



ABSTRACT

The effect of a photosensitizing compound on biological structures is governed
not only by its photophysical properties but also by the specificity of its interaction with
biosystems. Moreover, localization of the photosensitizer in the tumor tissue is an
important factor affecting the outcome as well as mechanism leading to tumor
destruction.

Following administration, most photosensitizers are bound to blood components
and delivered to different sites in the organism. It is generally accepted that hydrophilic
photosensitizers are largely transported by albumins and globulins and mainly
accumulate in the vascular stroma of tumors. More hydrophobic sensitizers are bound to
lipoproteins, which promote drug internalization by cells through endocytosis of the
lipoprotein carrier. In this way, uptake and localization depend on the initial plasma
binding and the plasma pharmacokinetics of the drug. However, the selective
localization of some photosensitizers are influence for the difference between malignant
and normal tissues. Notably, the lower pH of the microenvironment usually found in the
tumor tissue and the expression of greater number of LDL receptors on the surface of
the tumor cells might influence cellular uptake. Delivery to lipoproteins or target tissues
may be facilitated and enhanced by the incorporation of lipophilic photosensitizers into
liposomes for systemic administration.

In the present work we have studied the pH-dependence of the interaction of
photosensitizers with DMPC liposomes and low density lipoprotein (LDL). The
photosensitizers used in this study are Photofrin®, Photogem® and Photosan®, which are
hematoporphyrin derivates. The methodology used to this work, constitute of various
concentrations of DMPC liposomes and LDL at different pH values. It were used the
5,0; 7,4 and 9,0 pH values. The DMPC-drug complexes were obtained by incubation of
the photosensitizers 10 pg.mL™" with differents DMPC concentrations for 30 min in the
dark. The LDL was isolated from human plasma by sequential density gradient
ultracentrifugation. The LDL-drug complexes were obtained by incubation of the
photosensitizers 10 ug.mL’1 with differents LDL concentrations. The incubation was
performed in a water bath at 20°C for 12 hours in the dark. The comportment of the

complexes was analyzed by fluorescence spectroscopy and UV-visible spectroscopy.
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INTRODUCAO

I. INTRODUCAO

1.1.Cancer

Tumor, sin6nimo de neoplasma ou blastoma, é o crescimento anormal de
tecidos. Células doentes, com algum distirbio genético, passam a se reproduzir mais
rapidamente do que as células normais, levando a formagdo do tumor. Este pode ser
benigno ou maligno. Quando o crescimento do tumor € muito acelerado, desordenado e
com tendéncia a se alastrar a outros 6rgdos, denomina-se tumor maligno ou cancer.

A palavra céncer € derivada do latim (cancer) e significa caranguejo. O nome é
decorrente da facilidade com que o crusticeo tem de se aderir firmemente em qualquer
lugar, assim como o tumor se adere ao local do corpo humano em que se desenvolve
[Simplicio et al., 2002].

Os canceres sdo classificados de acordo com os tecidos e os tipos celulares dos
quais eles derivam. Os derivados de células epiteliais sdo denominados de carcinomas, e
aqueles derivados do tecido conjuntivo ou de células musculares sdo denominados de
sarcomas. Os que ndo se enquadrarem em nenhuma dessas duas grandes categorias
incluem as vdarias leucemias, derivadas de células hematopoiéticas, e os cénceres
derivados de células do sistema nervoso [Freeman et al.,1999].

As células cancerosas violam as regras mais bésicas de comportamento pelos
quais os organismos multicelulares sdo construidos e mantidos e exploram todos os
tipos de oportunidades para fazer isso [Alberts et al., 2004].

O corpo dos animais funciona como uma sociedade ou ecossistema cujos
integrantes sdo as células, que reproduzem por divisdo celular e organizam-se em

conjuntos que colaboram entre si, os tecidos. Deste modo, para coordenarem este
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comportamento, as células enviam, recebem e interpretam um conjunto muito
sofisticado de sinais que servem para o controle social que diz a cada uma como devem
atuar. Disso resulta que cada célula comporta-se de uma maneira socialmente
responsavel, repousando, dividindo-se ou morrendo, quando necesséario, para o bem
estar do organismo. As alteracdes moleculares que perturbam essa harmonia sdo
problemaéticas para a sociedade multicelular. A cada dia, em cada corpo humano com
mais de 10" células, bilhdes de células sofrem muta¢des que podem desregular os
controles sociais. Mais perigoso ainda, uma mutagdo pode dar certa vantagem seletiva
para uma célula, possibilitando que ela se divida mais vigorosamente que suas vizinhas
e venha a se tornar a fundadora de um clone mutante que passe a crescer. Uma mutagéo
que leve um dos individuos que participam da cooperagdo a ter este tipo de
comportamento egoista pode comprometer o futuro de todo o conjunto. Os ciclos
repetidos de mutacdo, de competicdo e sele¢do natural, ocorrendo em populacdes de
células somaticas s6 pioram a situacdo. Esses s@o os ingredientes basicos do céncer,
uma doenga nas quais certos clones mutantes de algumas células passam a prosperar a
custa das células vizinhas e, ao fim, leva a completa destrui¢cdo da sociedade celular
[Alberts et al., 2004]. Entretanto, s6 uma fracdo diminuta das células corporais que
sofrem mutacdo leva ao cincer, pois os tumores ndo surgem como resultado de eventos
genéticos Unicos, mas sim, resultam de processos multiplos, nos quais devem surgir
véarias mutacdes em genes especificos dentro de uma unica célula para que ela se torne
cancerosa. Algumas destas mutagdes sdo transmitidas pelos genitores através da
linhagem germinativa. Outras surgem de novo na linhagem celular somética de uma

determinada célula [Freeman et al.,1999;Guyton et al., 1997].
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Dois tipos gerais de mutacdes estdo associados aos tumores: mutagdes
oncogénicas e mutagdes em genes supressores tumorais. Os genes que codificam
proteinas que fazem o controle positivo do ciclo celular ou bloqueiam a apoptose podem
tipicamente serem mutados para se tornar oncogenes. Estes alelos promotores de tumor
sdo mutacdes de ganho de fungdo. Por outro lado, os genes que codificam proteinas que
controlam negativamente o ciclo celular ou regulam positivamente a apoptose sdo
encontrados na classe de supressores tumorais. Neste caso, os alelos promotores de
tumor sdo mutacgdes de perda de funcdo [Freeman et al.,1999].

Os oncogenes compreendem um grupo cujos produtos t€ém papéis importantes na
regulacdo de atividades bioquimicas dentro das células, inclusive as atividades
relacionadas com a divisdo celular. Os produtos dos oncogenes tém papéis importantes
na regulacdo de atividades celulares. Consequentemente, uma mutagdo em um destes
genes pode perturbar o balango bioquimico na célula e colocd-la no caminho de se
tornar cancerosa. Os estudos de muitos tipos diferentes de cancer humano
demonstraram que os oncogenes celulares mutantes estdo associados ao
desenvolvimento de um estado canceroso. Devido a este defeito, a proteina mutante é
mantida em um modo ativo de sinalizacdo, transmitindo uma informacio que estimula
as células a se dividirem de modo descontrolado. As muta¢des em oncogenes celulares
que contribuem para a formacdo de tumores sdo raramente herdados da linhagem
germinativa. A grande maioria ocorre espontaneamente nas células somaticas durante o
curso das divisdes celulares. Entretanto, todo o desenvolvimento de um estado
canceroso em geral requer mutagdes adicionais, e tipicamente estas mutacdes afetam
genes que estdo normalmente envolvidos em conter o crescimento celular. Estas

mutagdes definem, portanto, uma classe de genes relacionados ao cancer, os
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antioncogenes, ou, como sdao mais frequentemente chamados genes supressores
tumorais. Esses genes foram inicialmente descobertos pela andlise de canceres raros
onde a predisposi¢ao para desenvolver o cancer segue um padrdo dominante de herancga.
Esta predisposicdo é devida a heterozigose para uma mutagcdo herdada de perda de
funcdo no gene supressor tumoral. O cancer s6 se desenvolve se ocorrer uma segunda
mutagdo nas células somadticas e se esta mutagcdo inativar a funcdo do alelo tipo
selvagem do gene supressor tumoral. Assim, o desenvolvimento do cincer requer duas
mutagdes de perda de fungdo, isto €, dois eventos inativadores, um em cada uma das
duas cépias do gene supressor tumoral [Snustad et al., 2001].

Estatisticas revelam que cerca de 1% de todos os canceres sdo hereditérios.
Dentre esses mais de 20 sindromes diferentes foram identificadas e em quase todas, o
defeito subjacente estd em um gene supressor tumoral e ndo em um oncogene. As
proteinas codificadas por estes genes supressores tumorais, tais como o pRB (regulacio
do ciclo celular), p53 (regulacdo do ciclo celular e apoptose), pAPC (regulagdo da
renovacdo celular do epitélio do IG), pPBRCA1 e pBRCA2 (reparo do DNA danificado),
funcionam em diversos processos celulares, incluindo divisdo celular, diferenciacgéo,
morte celular programada e reparo de DNA [Nelson, 2002].

A proteina supressora tumoral p53 codificada pelo gene TP53, é a de maior
relevancia. As muta¢des herdadas no TP53 levam a uma condi¢do dominante rara na
qual qualquer um dos vérios tipos de cancer pode se desenvolver. As mutacdes
somdticas que inativam ambas as cdépias do gene TP53 também estdo associadas a uma
variedade de canceres. De fato, essas mutagdes sdo encontradas na maioria de todos os
tumores humanos. A perda de funcdo da proteina p53 é, portanto, uma etapa

fundamental na carcinogénese. Essa proteina possui um papel essencial nas respostas
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celulares ao estresse. Uma vez ativada, ela estimula a transcricdo de genes cujos
produtos param o ciclo celular, permitindo assim que o DNA danificado seja reparado,
ou ativa outro grupo de genes cujos produtos levam a célula a morte por um processo
chamado apoptose [Alberts et al., 2004]

Um fator relevante na reposta que para o ciclo celular € a proteina p21 que é
codificada pela ativacdo de um gene pelo fator de transcricdo p53. Essa proteina inibe
os complexos ciclina-proteina CDK responsdvel pela progressdo da divisdo celular
[Freeman et al., 2001]

A inativagdo mutacional de varios genes supressores tumorais é caracterizada na
maioria das formas de cancer. Dois eventos mutacionais sdo necessdrios para eliminar
ambas as cdpias funcionais de um gene supressor tumoral dentro de uma célula. As
proteinas codificadas por esse gene t€ém papéis fundamentais na regulacdo do ciclo
celular [Guyton et al., 2000].

Na maioria dos casos de cancer, a forma¢do de um tumor maligno ndo é
atribuivel a ativacdo descontrolada de um unico proto-oncogene ou a inativacdo de um
unico gene supressor tumoral. A formacgdo, crescimento e metdstase de um tumor
dependem do acimulo de mutacdes em varios genes diferentes. Assim, as vias genéticas
do cancer sdo diversas e complexas [Snutad et al., 2001].

As mutacdes nos genes supressores tumorais, como as mutacdes em oncogenes,
atuam direta ou indiretamente para promover o ciclo celular ou bloquear a apoptose. Os
canceres se desenvolvem por um actimulo de mutagdes sométicas em proto-oncogenes e
genes supressores tumorais. Tipos diferentes de cancer estdo associados a mutacdes em

genes diferentes [Freeman et al., 2001; Snutad et al., 2001].
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A probabilidade de mutagbes pode ser aumentada por muitas vezes, quando a
pessoa é exposta a determinados fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos. Entre os
agentes mutagénicos que causam cancer, incluem-se os carcinégenos quimicos, tais
como aminas aromadticas, nitrosaminas e agentes alquilantes (que, tipicamente, causam
uma alteracdo localizada simples na seqiiéncia de nucleotideos), varias formas de
radiacdo — luz UV e radiagbes ionizante, como o raio-X ( que caracteristicamente
causam quebras cromossOmicas e translocacdes) - e virus (que introduzem DNA
exdégeno nas células)[Guyton et al.,1997; Alberts et al.,2004]..

Na populagdao humana, o céncer é responsdvel por grande parte do sofrimento
humano. Todos os anos cerca de 7 milhdes de pessoas morrem de cancer no mundo. No
Brasil, houve 141 mil mortes (ou 13,7% do total de ébitos) por cancer s6 em 2004. As
mortes por conta do cancer de préstata aumentaram 95% entre 1979 e 2004. Entre as
mulheres o cincer que mais provoca mortes € o de mama. J4 em relagdo aos homens é o
de pulméo [INCA, 2004].

Atualmente, existe apenas uma possibilidade de cura para o cincer: matar as
células cancerosas. Entre as terapias convencionais do cancer estdo a cirurgia, a
radioterapia e a quimioterapia, que podem ser usados de forma isolada ou combinadas.
Embora nos dltimos anos estas técnicas tenham sofrido um desenvolvimento
substancial, permitindo o aumento do tempo de vida dos pacientes com cancer, t€ém
eficiéncia limitada e resultam em sérios efeitos colaterais, assim como a perda de tecido
em funcionamento normal. Diante disso, alternativas estdo sendo propostas na drea de
oncologia, com o intuito de aumentar a seletividade do tratamento e diminuir esses

efeitos. Dentre estas alternativas, destaca-se a terapia fotodindmica (TFD ou do inglés
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PDT - photodynamic therapy), uma modalidade relativamente nova no tratamento de

cancer. [Simplicio et al,2002 ; Sharman et al., 2004]

1.5. Terapia Fotodinamica (TFD)

A luz tem sido utilizada no tratamento de doencas desde a antiguidade, porém
somente na segunda metade do século XX passou a ser aplicada de maneira
significativa na medicina, sendo uma destas utilizacdes a Terapia Fotodinidmica
[Schuitmaker, et al., 1996; Ackroyd, et al., 2001]

Os primeiros experimentos envolvendo morte celular através da utilizacdo de luz
e fotossensibilizadores foram relatados em 1900 por Raab [Raab, 1900]. No ano
seguinte foi relatada a administracdo sistémica de fotossensibilizadores em humanos
para o tratamento de epilepsia, pelo médico francés J. Prime, que acabou induzindo
dermatites nas areas expostas ao sol [Prime, 1901]. Essa descoberta levou, em 1903 , a
primeira aplicacdo de fotossensibilizadores no tratamento de cincer por Tappernier e
Jesionek, que usaram eosina topica e luz branca no tratamento de tumores de pele [Von
Tappernier e Jesionek, 1903]. Entretanto, essa descoberta foi praticamente esquecida até
a década de 60, quando Lipson e Baldes demonstraram que os fotossensibilizadores, no
caso derivados de hematoporfirinas, poderiam ser utilizados na localiza¢do de tumores
[Lipson e Baldes, 1960]. Em 1975, Dougerty e colaboradores relataram o primeiro caso
bem sucedido de cura de tumores em animais utilizando derivado de hematoporfirina
(HpD) e fonte de luz vermelha [Dougerty et al, .1975].

Em 1976, Kelly e Snell realizaram o primeiro estudo de aplicacdo de TFD em
humanos e obtiveram resultados positivos ao tratarem cincer na bexiga com

hematoporfirina e luz branca. Neste mesmo ano, Weishaupt e colaboradores postularam
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que o oxigénio singlete gerado por sensitizacdo era o agente citotoxico responsavel pela
desativagdo de células tumorais. Em fins dos anos 70, a partir dos trabalhos de
Dougherty e colaboradores, o TFD passou a ser reconhecido como uma alternativa para
o tratamento de cancer [Machado, 2000; Dougerty et al, 1993].

Atualmente a terapia fotodimamica é um tratamento efetivo em uma variedade
de tumores malignos oferecendo a vantagem de ser um método mais seletivo e eficiente,
pois provoca a necrose do tumor, eliminando-o, sem afetar os tecidos vizinhos. Ela é
baseada na administragc@o sist€émica ou topica de um fotossensibilizador (FS) que se
retém preferencialmente nas células tumorais e, por fotoativacdo com irradiacdo em
comprimento de onda (A) apropriado, gera espécies citotoxicas que levam a destruig¢do
irreversivel do tecido tratado (Figura 1.1). Isso é resultado da reacdo desencadeada, que
se inicia pela excitagdo eletronica do FS pela radiag@o, seguida de dois mecanismos
principais de reag¢do (mecanismo Tipo I e II), a partir de seu estado excitado. [Konan et
al., 2002; Machado, 2000]

No mecanismo Tipo I, ocorre a transferéncia de elétrons ou a transfer€ncia de
hidrogénios entre o fotossensibilizador no estado excitado triplete e componentes do
sistema gerando {ions-radicais que tendem a reagir com o oxigénio no estado

fundamental resultando em espécies reativas de oxigénio (Esquema 1.1).

* *

‘0, espécies reativas
_— . A .
de oxigénio

lS() + lAO
Esquema 1.1: Esquema tipico para reagdes do Tipo I (Transferéncia de Elétron): S

representa o fotossensibilizador e A a molécula que serd oxidada.
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HP°+ §°
Figura 1.1: Mecanismo de fotoxida¢do de biomoléculas. Mecanismo (tipo I e II) de
geracdo de espécies reativas de oxigénio pela combinacdo de luz, fotossensibilizador e
oxigénio no estado fundamental (3 0,). O fotossensibilizador no estado siglete
fundamental (Sy) € irradiado com luz gerando fotossensibilizador no estado siglete
excitado (S;). O S; pode decair para o estado triplete excitado (T;) gerando radical
super6xido (*0,7) (mecanismo tipo I) e/ou oxigénio singlete ('0,) (mecanismo tipo ID).
Estas espécies reativas de oxigénio podem causar danos em biomoléculas das células

tumorais [Silva, 2003; Ribeiro, 2005].

Em geral, processos de transferéncia de elétrons tendem a ser muito rdpidos
devido a sobreposicdo dos orbitais envolvidos que durante a formac¢do do complexo
excitado € maxima. Na natureza exata do processo, onde serdo formados S™ e A ou S™
e A" ou S e A (Esquema 1.1), dependerdo das propriedades redéx de ’S” e de 'A. Os

radicais majoritarios dessa reacdo interagem com o oxigénio molecular produzindo uma
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mistura de espécies reativas de oxigénio, assim como ‘OH, HO;,, O, e H;0O,, que
podem oxidar uma grande variedade de biomoléculas [Ochsner, 1997; Bonnet, 1995].
No mecanismo Tipo II, acontece a transferéncia de energia do FS no estado
excitado triplete para o oxigé€nio molecular no seu estado fundamental, gerando
oxigénio singlete, que é um agente altamente citotxico, através de um processo de

transferéncia de energia ndo radioativo (Esquema 1.2).

* *
IS() hv 181 ISC 3Sl

381. + 302 R — 1S()+ 102
le + 102 —— reagdes posteriores

Esquema 1.2: Esquema tipico para rea¢des do Tipo II (Transferéncia de Energia).

O oxigénio singlete é como sdo conhecidos os trés estados eletronicamente
excitados (IAX, lAy, IZg) imediatamente superiores ao oxigénio molecular no estado
fundamental (3Zg). Segundo a teoria do orbital molecular (TOM), a configuracdo
eletronica do oxigénio no estado fundamental possui dois elétrons desemparelhados nos
orbitais moleculares m-antiligantes degenerados (7* e T,*). Esses elétrons tendem a
possuir o mesmo estado de spin de forma a produzir multiplicidade méxima e assim um
estado de mais baixa energia. Essa € a razdo pela qual o estado fundamental do oxigénio
molecular ser triplete. Nesse caso, os estados que possuem energia intermedidria ('As,
1Ay) sdo os responsdveis pela reatividade quimica do oxigénio, pois estes estados t€m

um tempo de meia-vida considerdvel quando comparado com o estado de mais alta
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energia (lZg). Os estados 'A, e 1Ay sdo degenerados e possuem uma configuracio
eletronica onde cada elétron ocupa um dos orbitais antiligantes T* que se encontram em
planos mutuamente perpendiculares [Machado, 2000].

Por serem degenerados, os estados 'Ac e lAy sdo representados como sendo o
estado 'A,. O orbital molecular vazio no estado 'A, confere ao oxigénio singlete um
cardter eletrofilico, que favorece sua participacdo mais efetiva em reagdes quimicas,
principalmente quando os substratos possuem sitios ricos em elétrons [Machado, 2000].

Existem vdrios fatores que influenciam o tipo de mecanismo fotodindmico
envolvido. O mecanismo da rea¢do depende do meio, do fotossensibilizador, do tempo
de meia-vida do oxigénio singlete e da estabilidade dos radicais gerados. Experimentos
mostram que a reagdo pelo mecanismo Tipo I € favorecida em meios polares, porque
existe a estabilizacdo do par de radicais formados e inibi¢do da reag@o de transferéncia
de elétrons reversa. Em geral, baixas concentracdes de oxigénio e estruturas
moleculares facilmente oxidadas ou reduzidas também facilitam reacdes do Tipo I. A
reacdo pelo mecanismo Tipo II é favorecida em meios hidrofébicos onde o tempo de
meia-vida e a solubilidade do oxigénio singlete sdo altos. Este mecanismo ¢é favorecido
pela elevada concentragdo de oxigénio, j4 que necessitam diretamente deste para
acontecer [Bonnett, 1995].

InvestigacOes experimentais geralmente revelam que ambos os tipos de
mecanismo acontecem nas células e tecidos. O mecanismo de acdo do FS pode mudar
do Tipo II para o Tipo I, como resultado da diminuicdo da oxigenacdo da neoplasia
[Sobolev et al., 2000; Ochsner, 1997; Howe et al., 1998].

Acidos nucléicos, enzimas, membranas celulares, mitocondrias, lisossomos e

nucleos sdo os maiores alvos bioldgicos dos radicais produzidos e do oxigénio singlete.
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Eles sdo rapidamente atacados e provocam a liberacdo de uma grande variedade de
produtos patolégicos, como as prostaglandinas, os tromboxanos e os leucécitos. A
ativacdo do sistema complementar e a infiltragio de células sangiiineas
imunologicamente ativas na regido do tumor aumentam o efeito prejudicial desses
intermedidrios iniciando a necrose do tumor. No entanto, acredita-se que a completa
erradicacdo do tumor, acontece devido ao dano causado ao epitélio vascular, que leva a
morte do tumor devido a hipoxia, ou seja, causada pela deficiéncia na oxigenagéo pelo
impedimento de circulagdo livre da hemoglobina. [Machado, 2000; Howe et al., 1998;

Konan et al., 2002]

1.3. Critérios Basicos para a Eficiéncia de um Fotossensibilizador

Na escolha de um fotossensibilizador deve-se levar em conta as caracteristicas
gerais necessdrias deste, para que tenha eficiéncia como agente terapéutico em terapia
fotodindmica. Essas caracteristicas sdo apresentadas em seguida.

O fotossensibilizador deve possuir alto indice de pureza e composi¢do quimica
definida, simplificando assim, os estudos de interagdo bioldgica e a interpretacdo da
relacdo dose-resposta. Sua sintese deve ser facil, de alto rendimento e com boa
reprodutibilidade. Deve ter baixa ou nenhuma toxidade intrinseca, ser retido
preferencialmente pelos tecidos tumorais e ser rapidamente eliminado dos tecidos apds
o tratamento. E importante que tenha estabilidade cinética e termodindmica, para
conferir a substancia um adequado tempo de meia vida necessdrio as reacdes de
transferéncia de elétrons (mecanismo tipo I) e as reagdes de transferéncia de energia

(mecanismo tipo II) [Simplicio et al., 2002; Konan et al., 2002; Bonnet, 1995].
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Quanto as caracteristicas fotofisicas favordveis, um fator importante é o
comprimento de onda necessdrio a foto-excitagdo do composto na regido do visivel.
Quanto maior o comprimento de onda da radiagdo incidente, maior seu grau de
penetracdo no tecido. Radiacdes de comprimento de onda menor sofrem um maior
espalhamento e a presenca de cromdforos endégenos, que absorvem em comprimento
de onda menores, como a hemoglobina, fazem com que haja uma menor penetracio da
radiacdo. A eficiéncia da TFD depende diretamente do coeficiente de transmissdo do
meio de propagagdo da radiacdo. Com o aumento do coeficiente, mais alta € a
possibilidade do tratamento de tumores maiores e mais profundos. Portanto, os
fotossensibilizadores desenvolvidos para o uso em TFD devem possuir forte banda de
absor¢ao na regido do vermelho do espectro visivel (640-700nm). Entretanto, os valores
de comprimento de onda ndo podem ser muito altos por trés motivos: (i) a energia do
estado triplete do fotossensibilizador deve ser suficientemente alta para que seja
possivel a transferéncia de energia do estado triplete do fotossensibilizador para o
oxigénio no estado fundamental; (ii) poderd ocorrer uma redugcdo do potencial de
oxidacdo do fotossensibilizador, tornando-o menos estivel cineticamente e deixando o
composto sujeito a decomposicio estimulada pela radiacdo, fendmeno denominado
como fotobranqueamento; (iii) acima de 800nm ocorre absor¢do da radiacdo pela agua,
0 que restringe o comprimento de onda a este limite. Os pardmetros importantes que
caracterizam o fotossensibilizador para aplicagcdes terapéuticas sdo, portanto, o
rendimento quantico (Pr), o tempo de meia—vida (Tr) e a energia (Et) do estado triplete
[Simplicio et al., 2002; Bonnet, 1995].

A relacdo entre o cardter hidrofilico e hidrofébico de um fotossensibilizador

influencia diretamente o estado de agregacdo do mesmo e também no seu transporte e
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incorporacdo pelas células. Moléculas de fotossensibilizadores tendem a se agregarem
ao serem colocadas em um meio com a constante dielétrica incompativel com seu
cardter hidrofilico/hidrofébico, formando estruturas altamente organizadas que sdo
classificadas de acordo com a orientagdo do dipolo de transi¢do induzido do mondmero
constituinte [Kessel et al., 1992].

Na literatura € descrito que derivados de hematoporfirinas apresentam dois tipos
de agregados formados em solugdo aquosa: agregado-J e agregado-H. Os agregados-J
(lado a lado) apresentam os agregados “tipo linear” e os agregados-J (face a face)

apresentam os agregados “tipo sanduiche” (Figura 1.2) [Menezes, 2006].

Figura 1.2: Estrutura de agregados de porfirinas com conformacédo face a face (a) e

lado a lado (b).

As propriedades espectrais tipicas intrinsecas dos agregados do
fotossensibilizador com relacdo aos mondmeros sdo: o deslocamento e o alargamento da
banda para o vermelho (agregado-J) e para o azul (agregado-H), a diminui¢do do tempo

de meia-vida do estado triplete e, portanto, diminui¢do do rendimento quintico da
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formagdo do oxigénio singlete devido a dissipa¢do de energia por conversdo interna,
perdendo assim, parte de sua capacidade fotodindmica. [Kessel et al., 1992; Menezes,
2006].

Se o objetivo € empregar um fotossensibilizador menos hidrossolivel, pode-se
evitar a agregacdo por meio da introdugdo de substituintes polares nas moléculas do
fotossensibilizador ou administrando-os distribuidos em suspensdes de microfases
hidrofdbicas tais como vesiculas, micelas e lipossomas [Simplicio et al., 2002; Konan et
al., 2002; Uzdensky et al., 2004].

O ideal é que os fotossensibilizadores sejam bastante seletivos as células
tumorais, para que possa ser administrado em baixas doses e assim diminuir a
fotossensibilizacdo das células de tecidos sauddveis. A aplicacdo terapéutica do
fotossensibilizador se faz na forma de administracdo intravenosa de solu¢do aquosa.
Isso é um fator limitante devido a propensdo da difusdo simples que rapidamente
remove o fotossensibilizador da corrente sangiiinea. Sendo assim, a concentracido de
fotossensibilizador no tumor fica insuficiente. Por isso, os principais responsdveis pela
distribuicdo seletiva dos fotossensibilizadores sdo as proteinas plasmaticas.

Apds a administracdo in vivo, muitos fotossensibilizadores associam-se com
vdrias proteinas plasmaticas, principalmente a albumina e as lipoproteinas, encontrando-
se pouca concentra¢ao de fotossensibilizador na forma livre. A natureza dessa interacio
depende das caracteristicas do fotossensibilizador e da proteina plasmética envolvida.
Os fotossensibilizadores mais hidrofilicos tendem a associar-se com albuminas,
enquanto que os mais hidrofébicos com as lipoproteinas, principalmente a lipoproteina

de baixa densidade (LDL).
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Esses sistemas transportadores podem levar ao aperfeicoamento da acdo
fotodinamica, pois, distribuem mais seletivamente os fotossensibilizadores, resultando
em aumento do acimulo do mesmo no tumor. Devido a isso, muitos pesquisadores
investigam os meios de realcar a associacdo dos fotossensibilizadores com as proteinas
plasmaticas. [Sharman et al., 2004; Cunderlikova et al., 2000; Howe et al.,1998, Foley

et al., 1997; Candide et al., 1986]

1.4. Sistemas Transportadores de Fotossensibilizador

1.4.1. Lipossomas

Lipossomas sdo vesiculas de fosfolipideos, uni- ou multi-lamelares, que
apresentam uma natureza particular: as lamelas sdo constituidas de bicamadas de
fosfolipideos encapsulando um compartimento aquoso, cuja organiza¢do molecular
permite a incorporacdo de drogas hidrofébicas em sua matriz e hidrofilicas na regido
préoxima a interface das lamelas e na fase aquosa. Seus principais componentes sdo
substancias existentes no corpo em grande quantidade (fosfolipideo e colesterol), lhes
garantido uma boa biocompatibilidade e alta afinidade por membranas celulares. Por
causa disso, os lipossomas sdo considerados bons transportadores de drogas para as

células (Figura 1.3a). [Sobolev et al.; 2000; Massing et al, 2000; Derycke, 2004].

O primeiro grande passo no estudo de vesiculas veio do trabalho de Alec
Bangham e colaboradores [Bangham, 1965], que em 1965, caracterizaram um sistema
de vesiculas fosfolipidica ao qual, trés anos mais tarde, seria dado o nome de
lipossomas [Sesse et al., 1968]. Apds este trabalho, os lipossomas impuseram-se como

um sistema modelo simples para o estudo de membranas bioldgicas. Em 1971, Gregory
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Gregoriardis prop0s pela primeira vez a utilizacdo de lipossomas como sistema
transportador de drogas [Gregoriardis, 1971]. Na década de 70 e inicio de 80, houve
uma verdadeira euforia pelo potencial de aplicacdo destas vesiculas nas industrias
farmacé€uticas e cosméticas. Atualmente, os lipossomas ainda sdo largamente utilizados

[Santos et al., 2002].

Tecido Grande
- volume

== Fosfolipidios o
= extracelular

N,
0y

L] Drogas

« Drogas lipofilicas

Sangue o Colo lo
= Aoy
A ,-". \\_q_ /}{\'

i e
Espaco entre
Vaso sangiiineo Lipossomas Tumor as células

epiteliais

Bicamada fosfolipidica

(@ (b)

Figura 1.3: (a) Estrutura de um lipossoma de bicamada fosfolipidica. (b) Esquema de
circulacdo de lipossomas na corrente e sua distribuicao para os tecidos [Massing et al,

2000].

O primeiro grande passo no estudo de vesiculas veio do trabalho de Alec
Bangham e colaboradores [Bangham et al., 1965], que em 1965, caracterizaram um
sistema de vesiculas fosfolipidica ao qual, trés anos mais tarde, seria dado o nome de
lipossomas [Sessa et al., 1968]. Apds este trabalho, os lipossomas impuseram-se como
um sistema modelo simples para o estudo de membranas bioldgicas. Em 1971, Gregory
Gregoriardis prop0s pela primeira vez a utilizacdo de lipossomas como sistema
transportador de drogas [Gregoriardis, 1971]. Na década de 70 e inicio de 80, houve

uma verdadeira euforia pelo potencial de aplicagdo destas vesiculas nas industrias
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farmacéuticas e cosméticas. Atualmente, os lipossomas ainda sdo largamente utilizados

[Santos et al., 2002].

Alguns trabalhos tém demonstrado que este tipo de transportador é ideal para
uso em TFD, pois seu emprego tem proporcionado aumento na eficiéncia fotodinamica
dos fotossensibilizadores. Um dos motivos seria a diminuicdo da agregacdo de
fotossensibilizadores hidrofébicos, onde o lipossoma o solubiliza e 0 mantém na forma
monomérica. Outro motivo seria a diminui¢do do foto-branquiamento permitindo um
longo tempo de circulacdo do fotossensibilizador encapsulado no corpo. Sendo uma
particula de tamanho reduzido, o lipossoma se difunde através da membrana vascular
mais permedvel da regido do tumor e atinge assim, as células tumorais, aumentando a
seletividade (Figura 1.3b) [Koman et al., 2002]. Entretanto, em muitos casos, a
incorporacdo de fotossensibilizadores em lipossomas aumenta apreciavelmente a
eficiéncia fotodinamica. Acredita-se que esse aumento seja devido ao fato de que, uma
vez no sistema circulatério, os lipossomas podem servir como doadores, por
transferéncia direta, de fotossensibilizadores para lipoproteinas plasmadticas, estes sim
mais seletivos como serd descrito mais adiante. [Bourré et al., 2003, Derycke et al.,

2004]

1.4.2. Lipoproteinas

O colesterol e os triacilglicerideos sdo transportados no plasma na forma de
particulas lipoprotéicas. Diferentes combinagdes de lipideos e apoproteinas produzem
particulas de densidades diferentes, que podem ser separadas entre si por

ultracentrifugacdo. As lipoproteinas sdo classificadas de acordo com a densidade
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crescente: quilomicrons, quilomicrons remanescentes, lipoproteinas de muito baixa

densidade (VLDL, do inglés very low-density lipoprotein), lipoproteinas de densidade

intermedidria (IDL, do inglés intermediate density lipoprotein), lipoproteinas de baixa

densidade (LDL, do inglés low-density lipoprotein) e lipoproteinas de alta densidade

(HDL, do inglés high-density lipoprotein) (Tabela 1.1) [Nelson, 2002].

Tabela 1.1: Classes principais de lipoproteinas humanas e algumas propriedades.

Lipoproteina e
Apoproteinas

Densidade

(g/ml)

Composicao (% em peso)

Proteina

Fosfolipidios

Colesterol Esteres

. do
livre

colesterol

Triacilgliceroi
s

Quilomicrons
ApoC-1I
ApoC-III e
ApoE

VLDL
ApoC-II
ApoC-II1
ApoE e ApoB-
100

LDL
Apo B-100

HDL
ApoA-I ApoC-
II ApoC-Ill e
ApoE

<1,006

0,95 - 1,006

1,006 — 1,063

1,063 - 1,210

10

23

55

18

20

24

85

50

10

Fonte: Nelson, 2002

A lipoproteina é uma particula constituida de uma parte central de lipidios

essencialmente apolares, circundada por uma capa de lipidios polares e apoproteinas

(Figura 1.4a). Cada classe de lipoproteina tem uma fung¢do especifica, determinada por
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seu lugar de sintese, composi¢do lipidica e contetido de apoproteinas. Essas partes
protéicas agem como sinalizadoras, tanto dirigindo a lipoproteina para tecidos
especificos (células-alvo), como ativando enzimas que agem sobre elas, tais como as
lipases e a colesterol-esterase (Figura 1.4c) [Stryler et al., 1995; Nelson et al., 2002;

Markku et al., 2000 ].

A proliferagdo descontrolada das neoplasias demanda uma quantidade grande de
colesterol para o metabolismo de membranas, assim estas células expressam um nimero
bastante elevado de receptores de lipoproteinas quando comparado as células normais,
principalmente receptores de LDL (Figura 1.4b) que sdo as responsdveis pela destinacdo
fisiologica de colesterol para as células em duplicagdo. Isso faz do LDL e das outras
lipoproteinas (VLDL e HDL), extremamente atrativas para o transporte e entrega dos

FS nas células de tumores [Valduga er al., 1999; Kader et al., 2002].

As vantagens do uso de lipoproteinas, como o LDL, na distribui¢cdo de
fotossensibilizadores sdo: (i) por serem componentes naturais, as lipoproteinas escapam
do reconhecimento pelo sistema imunoldgico, tendo um longo tempo de circulacdo no
corpo; (ii) sendo uma particula de tamanho reduzido, se difunde através da membrana
vascular; (iii) possui mecanismo de endocitose mediado por receptor de apoproteinas
presentes nas células, justificando a especificidade; e (iv) seu nucleo apolar constitui um
excelente dominio para FS hidrofébicos, que sdo protegidos do sangue durante o

transporte [Konan et al., 2001].
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Figura 1.4: (a) Estrutura de uma lipoproteina de baixa densidade (LDL); (b) Estrutura
do receptor de LDL; (c) Mecanismo de captagdo de LDL por endocitose mediada por

receptores [Nelson, 2002].

Virios estudos mostraram que a utilizagdo da LDL como transportador realga a
eficiéncia e a seletividade do fotossensibilizador. Acredita-se que as LDL sejam
importantes no transporte dos fotossensibilizadores mais hidrofébicos [Konan er al.,

2002; Kader et al., 2002].

A interacdo entre o FS e o LDL pode acontecer na matriz da apoproteina ou no
nucleo lipidico. Os FS muito hidrofébicos sdo espontaneamente incorporados no nticleo
lipidico da lipoproteina, sem mudar as propriedades fisicas ou bioldgicas da particula,
isto €, sem alterar o reconhecimento da LDL pelo receptor de LDL. Por outro lado,

quando o FS se liga a apoproteina, pode levar a mudanca conformacional desta,
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impedindo o seu reconhecimento pelo receptor, prejudicando a especificidade [Sharman

et al., 2004; Konan et al., 2002].

Apesar da LDL ser a mais importante lipoproteina do sistema de distribui¢do de
FS hé trabalhos mostrando bons resultados também com VLDL e HDL. A melhor
eficiéncia desses sistemas é dependente do FS utilizado. Porém, todos os resultados

foram superiores a utilizacdo simples de solu¢des na administracdo do FS.

1.5. Diferentes localizacoes e efeitos do Fotossensibilizador

O modo de distribui¢do do fotossensibilizador define o local preferencial de seu
depdsito nas neoplasias. Quando a distribuicdo € assistida pela albumina ou apresenta-se
na forma livre, o fotossensibilizador acumula-se no estroma vascular do tumor.
Enquanto que, quando distribuido pelos lipossoma e LDL, o fotossensibilizador se
encontra em sitios intracelulares, como a membrana mitocOndrial e outras
endomembranas. Desta forma podem resultar em modos diferentes do controle do
tumor. Quando ha um acimulo de fotossensibilizador no estroma vascular, a TFD causa
dano da matriz extracelular, induzindo regressdo do tumor por hipéxia. Porém, pode
haver formacdo de nova vascularizagio antes que todas as células tumorais necrosem,
levando a nova proliferacdo das células tumorais. J4 com os fotossensibilizadores
distribuidos em regides intracelulares, induz morte direta das células tumorais, ndo

havendo reincidéncia do tumor. [Sharman et al., 2004; Cunderlikova et al., 2000].
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1.6. Fotossensibilizadores (FSs)

Os compostos mais usados em TFD sdo os compostos derivados da porfina que é
esqueleto basico de uma ampla variedade de porfirinas, clorinas e ftalocianinas. As
porfirinas contém quatro anéis pirrélicos ligados entre si por &tomos de carbono em um
sistema altamente conjugado, diferindo entre si apenas quanto a posi¢do dos seus
substituintes no anel. A Figura 1.5 mostra a estrutura bésica da porfirina (porfina). Os
quatro anéis pirrélicos sdo numerados pelos algarismos romanos de I a IV e os quatro
carbonos das metinas (ou posi¢do meso) sdo identificados pelas letras o, B, v e 9.

[Carvalho, 2001; Menezes, 2006].

by

Figura 1.5: Estrutura bésica da porfirina.

A molécula de porfirina e seus derivados quimicos compreendem uma classe
muito importante de moléculas que estdo presentes em muitos sistemas biolégicos,
desempenhando papéis vitais no funcionamento destes, como a fotossintese (clorofila),
a transferéncia de elétrons (citocromos), bem como o transporte (hemoglobina) e

armazenamento (mioglobina) de oxigénio [Darwent et al., 1982, Menezes,2006].



24

INTRODUCAO

Apesar dos diversos tipos de compostos fotossensiveis estarem sendo
intensamente investigados, os fotossensibilizadores ainda mais utilizados em estudos
clinicos em TDF sdo os derivados de hematoporfirinas que sdo considerados
fotossensibilizadores de primeira geracdo. Entre os fotossensibilizadores de primeira
geracdo se destacam o Photofrin® (de origem americana), 0O Photogem® (de origem
russa) e o Photosan® (de origem alema), que sdo compostos por uma mistura complexa
de derivados de hematoporfirinas com até oito unidades de porfirina unidas por ligacdes
éter ou éster, formando mondmeros, dimeros e oligdmeros. Estes sdo produzidos a partir

de hemoglobina do sangue de animais e humanos (Figura 1.6).

HOOC COGH

Figura 1.6: Sintese da hematoporfirina. 1: Heme; 2: protoporfirina; 3: hematoporfirina.[

De-Yu Xu, 2006].

Os espectros de absorcdo eletronica destes derivados de hematoporfirinas
contém cinco bandas de absor¢do, sendo uma banda intensa na regido de 370nm
conhecida como banda de Soret e quatro bandas de menor intensidade em
comprimentos de onda maiores conhecidas como bandas-Q [Simplicio et al., 2002;

Cunderlikova et al., 2000; Ivanov et al., 2000].
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O Photofrin® produzido pela QLT Inc. e atualmente vendido pela Axcan
Scandipharm Inc. foi o primeiro a ser aprovado pela FDA para o tratamento de cancer
através da TFD. Este é largamente empregado no tratamento de uma variedade de
tumores tanto nos Estados Unidos quanto na Europa e Japdo [Dougherty, 1993]. Sua

estrutura quimica estd apresentada na Figura 1.7.

HOC(CHa)2  CHy CHy (CHp)2COzH

HOXC(CHa)p

H3C

HOCH  CHy
CM3

Figura 1.7: Estrutura quimica do Photofrin®, evidenciando a formagdo de uma ligagao

tipo éter entre duas unidades de porfirina [Carvalho, 2001].

0O Photogem® ¢ um fotossensibilizador de origem russa, produzido pelo Instituto
de Alta Tecnologia Quimica de Moscou, andlogo ao Photofrin® em termos de estrutura,
caracteristicas fisicas e quimicas, propriedades terapéuticas e de diagndstico. A estrutura
monomérica da Photogem® estd apresentada na Figura 1.8. No Brasil, o Photogem® é
aprovado pela ANVISA para uso clinico e tem sido utilizado pela equipe do Dr.
Guilherme Cestari, médico do Hospital Amaral de Carvalho em Jai — SP que foi o

pioneiro da implantacdo da TFD no pais e pela equipe da Profa. Dra. Cacilda da Silva
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Souza, médica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —

SP [Ribeiro, 2005].

COOR, COOR,

Figura 1.8: Estrutura monomérica do Photogem®, onde onde os radicais R; e R, podem
ser - CH(OH)CHj3, - CH=CH, ou a prépria estrutura monomérica da porfirina e os
radicais R3 e R4, H ou a prépria estrutura monomérica da porfirina, podendo formar

dimeros, trimeros e oligdmeros [Menezes, 2006].

O Photosan®, de origem alemad, é aprovado para uso clinico em TFD pela Unido
Européia desde agosto de 2002 e ¢ utilizado no tratamento de diferentes tipos de cancer
de pele e da membrana mucosa. Sua estrutura basica é andloga a estrutura monomérica

do Photogem® (Figura 1.8).

Esses fotossensibilizadores de primeira geracdo apresentam algumas
desvantagens como a fotossensibilidade prolongada da pele (2,5 a 3 meses), baixa
eficiéncia por absorverem radiacdo de baixa penetragcdo nos tecidos e um tempo longo
necessario (24-72 hs) entre a administracio do fotossensibilizador e o acimulo maximo
seletivo deste nas células alvos. Na busca de se sanar esses inconvenientes, 0 sistema
transportador de fotossensibilizadores t€m recebido especial atencdo devido aos

resultados que mostra melhorias na seletividade e eficiéncia da TFD, bem como reducio
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de efeitos colaterais como hipersensibilidade da pele. Novos fotossensibilizadores, os de
segunda geracdo, vém sendo desenvolvidos e estudados no intuito de resolver também

esses problemas. [Ivanov et al., 2000; Konan et al, 2002; Nishiyama et al, 2006].
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II. OBJETIVO

O presente trabalho tem por objetivo investigar a alteragdes espectrais do
Photofrin®, Photogem® e Photosan®, que sdo fotossensibilizadores de primeira geragio
derivados de hematoporfirinas; pela interacdo com lipossomas do tipo DMPC e a
lipoproteina de baixa densidade (LDL) humana. Essas interagdes sdo analisadas pela
influéncia de diferentes pHs e concentracdes de DMPC e de LDL. Para isso utilizam-se
técnicas espectroscopicas de absor¢do na regido espectral UV e visivel, bem como de

emissdo de fluorescéncia.
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III. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais
3.1.1. Fotossensibilizadores

O Photofrin®, o Photogem® e o Photosan® foram obtidos através de importacio
pelo laboratério de Biofotonica do Grupo de Stica sob supervisdo do Prof. Dr. Vanderlei
Salvador Bagnato do Instituto de Fisica de Sdo Carlos-USP. Foram preparadas solugdes
estoque de 5 mg.mL™’ dos fotossensibilizadores em tampdo composto por acetato,

fosfato e borato, ajustado nos pHs 5,0; 7,4 € 9,0.

3.1.2. Lipossomos de DMPC

v Dimiristoil L-a-fosfatidilcolina (DMPC), Sigma;

v" Cloroférmio, Merck;

v" Tubos de ensaio de SmL;

v" Gés Ny, White Martins;

v Tampio acetato/fosfato/borato de concentragdo 30 UM;
v Agitador vortex;

v Extrusor com membrana e filtros de 100 pm.

3.1.3. Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL) humana

v Plasma humano de sangue recém-coletado;

v Tubos de ultracentrifuga Beckman ultraclear;
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v' Membrana de didlise (21 mm), Espectrafor;

3.1.4. Equipamentos

v" pHmetro, Digimed modelo DM-20;

v' Ultracentrifoga, Beckman modelo L-80;

v" Rotor SW41 Ti;

v Espectrofotdmetro UV-vis, Hitachi modelo U-2800;

v" Espectrofotdmetro UV-vis-NIR, Varian modelo Cary 5G;

v' Espectrofluorimetro, Hitachi modelo F-2500.

3.2. Métodos
3.2.1. Analise Espectroscépica do Photofrin®, Photogem®, e do Photosan®

A metodologia empregada neste trabalho constitui-se da andlise dos espectros de
absorcdo e de fluorescéncia do Photofrin®, Photogem®, e do Photosan® em diferentes

condicdes.
3.2.1.1. Medidas de Absorcao Otica

As medidas foram efetuadas nos Espectrofotometro UV-vis, Hitachi modelo U-
2800 e Espectrofotdmetro UV-vis-NIR, Varian modelo Cary 5G. Utilizou-se para as
medidas, cubeta de quartzo com as quatro faces polidas e com caminho 6tico de 1,0 e

0,5. Os espectros foram monitorados na faixa de 250-800nm.
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3.2.1.2. Medidas de Emissao de Fluorescéncia

As medidas foram efetuadas no Espectrofluorimetro, Hitachi modelo F-2500. Os
parametros utilizados: (i) Ganho da fotomultiplicadora de 700W; (ii) Fenda de excitacdo
de 5.0; (iii) Fenda de emissdo de 10.0; (iv) Velocidade de varredura de 300nm/min; (v)
Comprimento de onda de excitagdo de 507nm para o Photofrin®, de 501nm para o
Photogem® e de 504nm para o Photosan®; e (vi) Emissdo foi detectada na faixa de 530 a

730nm

3.2.1.3. Preparo das solucoes do Photofrin®, Photogem®, e do Photosan® para a

Analise Espectroscopica

Para a analise do perfil dos espectros de absor¢do e de emissdo do Photofrin®,
Photogem®, e do Photosan® utilizou-se solugdes de concentracio 10 ug.mL’1
preparadas em tampdo acetato/fosfato/borato em pH 7,4. No espectro de absorcdo
determinou as bandas caracteristicas de cada fotossensibilizador, banda de Soret e as
quatro bandas Q, e o comprimento de onda de excitacdo utilizado para obtengdo dos
espectros de emissdo. Nos espectros de emissdo de fluorescéncia obtiveram-se duas

bandas para cada fotossensibilizador.

3.2.2. Estudo da Agregacao do Photofrin®, Photogem®, e do Photosan®

Para investigar a agregacdo dos fotossensibilizadores e determinar em qual
concentragdo estes obedecem a Lei de Lambert-Beer, ou seja, conserva a linearidade da

absorbincia em fungdo da concentragdo, preparou-se solu¢des de Photofrin®,
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Photogem® e Photosan® nas concentracdes de 0,5 a 20,0 p,tg.ml'l em tampao composto
por acetato, fosfato e borato (30 mM) Mediu-se a absorbancia de cada concentracao dos
fotossensibilizadores na regidao de 250 a 800nm. Analisando os valores experimentais,
obtiveram-se  graficos de absorbiancia em fungdo da concentragio dos
fotossensibilizadores para verificar a que concentragdes estes perdem a linearidade, o

que implica possivel agregacao.

3.2.3. Estudo do Photofrin®, Photogem®, e do Photosan® em diferentes pH

Utilizou-se para esse estudo solugdes de Photofrin®, Photogem® e Photosan®

10,0 ug.ml'1 em tampao composto por acetato, fosfato e borato (30 mM) com os pHs

variando entre 6 € 10.

3.2.4. Estudo da interacao do Photofrin®, Photogem®, Photosan® com DMPC

Para a preparacio das vesiculas lipossomais, 2mg de fosfolipidios do tipo
dimeristoil fosfatidilcolina (DMPC) foram solubilizados em ImL de cloroférmio, em
tubo de ensaio. Esta solucdo foi seca utilizando-se jato nitrogénio gasoso sob rotacio
lenta do tubo de ensaio e, posteriormente, colocada em dessecador a vicuo durante duas
horas. Com este procedimento obteve-se um filme seco de lipidio. Em seguida, este
filme foi hidratado com 1 mL de solucdo tampao acetato/fosfato/boratonos pHs 5,0;7,4
e 9,0 sob agitagdo vigorosa com vortex. A suspensdo foi entdo colocada em banho de
ultra-som por 30 minutos para diminuir o tamanho das vesiculas lipossomais. Para
uniformizar esse tamanho foi realizada uma extrusdo numa extrusora Avanti Polar

Lipids, Inc. com membrana e filtros contendo poros de 100 wm.
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Estando prontas as vesiculas lipossomais, preparou-se solugdes de contendo
Photofrin®, Photogem® e Photosan® na concentracdo de 10,0 ug.ml'1 e com
concentragdes de DMPC variando de 0 a 400 uM, em tampao acetato/fosfato/borato nos
pH 5,0; 7,4 e 9,0. Realizaram-se as medidas espectroscépicas dessas solucdes apds 30

minutos de incubago no escuro.

3.2.5. Estudo da interacao do Photofrin®, Photogem®, Photosan® com LDL

As lipoproteinas foram isoladas do plasma humano por ultracentrifugacio de
gradiente de densidade (Figura 3.1). Primeiramente, separou-se o plasma do sangue
recém-coletado por centrifugacdo a 16800 g por 15 minutos. Em seis tubos de
centrifuga adicionaram-se 3,0 mL de plasma ajustando-se a densidade para 1,210 g.ml'1
pela adicdo de 0,612 g de KBr em cada tubo. Em seguida, preparou-se o gradiente de
densidade em cada tudo adicionando-se 3,0; 3,0 e 2,5 mL de solucdes de KBr de
densidades 1,006; 1,020 e 1,065 g.ml_l, previamente preparadas, em ordem decrescente
de densidade. Centrifugou-se a 147000 g por 24 horas a 4,0 °C. Removeram-se entdo,
dos seis tubos fragdes de um em um mililitros. Para determinar qual lipoproteina esta
presente em cada fracdo, realizou-se medidas de refracdo. A LDL se encontra na fracdo
com densidade de 1,020 g.ml_1 [Malesys et al., 1995]. Determinou-se a concentracdo de

LDL obtida por absorbancia (€234nm = 29500 L.mol™.cm™).
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(I — 1

3,0 mL de solucio KBrd = 1,006 g.mL"

3,0 mL de solug¢do KBr d = 1,020 g.mL'1

2,5 mL de solugdo KBr d = 1,065 g.mL'1

3,0 mL de plasma + 0,612 g KBrd = 1,210 g.mL'1

N

Figura 3.1: Separacdo de amostras centrifugadas por 24 horas a 4,0 °C e 147000 g.

Com a LDL isolada, devido a alta concentragdo de sal da solugdo, dializou-se
esta contra o tampao acetato/fosfato/borato 30 uM, efetuando troca de tamp@o a cada 2
hs. O termino da dialize foi determinado por medida de condutincia da solu¢do. Em
seguida, preparou-se solu¢des de Photofrin®, Photogem®, Photosan® na concentragdo de
10 p,Lg.ml’1 e com concentragdes de LDL variando de 0 a 0,04 pM, em tampio
acetato/fosfato/borato nos pHs 5,0; 7,4 e 9,0. Essas solu¢gdes foram incubadas por 12 hs

no escuro antes de serem realizadas as medidas espectroscopicas.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Analise Espectroscépica do Photofrin®, Photogem®, e do Photosan®

Os espectros de absor¢do de porfirinas e seus derivados € a caracteristica mais
comum e importante, e estd correlacionado com muitas propriedades fisico-quimicas.
As porfirinas apresentam uma forte deslocalizacdo de elétrons m, a qual € responsavel
pelo carater aromdtico do nicleo porfirinico, resultando numa pequena diferenca de
energia entre 0 HOMO (orbital preenchido de maior energia) e LUMO (orbital vazio de
menor energia), e, conseqiientemente, no aumento das densidades das bandas de
absor¢do na regido do visivel e do ultravioleta. As bandas do visivel, em geral, s@o
oriundas de transi¢cdes e transicoes n-n’, no caso de porfirinas substituidas com
grupos carbonilicos. Os derivados de hematoporfirinas, por serem porfirinas nédo
metaladas, apresentam uma banda mais intensa designada como banda de Soret e quatro
bandas de menor intensidade, chamadas de bandas Q. A primeira banda Q de maior
energia identificada como banda IV, a segunda como III, a terceira como II e a ultima,
de menor energia, como I [Kalyanasundaram, 1992]. Esta situacdo ocorre pH superiores
ao pK dos nitrogénios pirrdlicos. Para pH inferiores a este pK , hd um aumento da
simetria do anel porfirinico, resultando em apenas duas bandas Q, uma envolvendo
niveis vibracionais fundamentais dos orbitais T e T* (transicio de menor energia) e a
outra seria uma transi¢do vibronica envolvendo o nivel vibracional v=1 do estado
eletrdnico 1w*.

Os espectros de absor¢do dos derivados de hematoporfirina, Photofrin®,
Photogem® e Photosan®, na concentragdo de 10 ug.mLﬁ1 em solugdo tampao composta

por acetato, fosfato e borato (doravante serd denominado tampao acetato/fosfato/borato)
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30 mM pH 7.4, estdo apresentados na Figura 4.1. Estes apresentam o mdximo de
absor¢do das bandas com valores muito préximos. O méaximo de absor¢ao da banda de
Soret para o Photofrin® (Figura4.1a)eo Photogem® (Figura 4.1 b) ocorre em 368 nm e
para o Photosan® (Figura 4.1 ¢) em 362 nm. As quatro bandas Q apresentam maximos
de absor¢do em 507, 540, 570 e 620nm, 501, 534, 563 e 615nm e 504, 537, 565 e

615nm, para o Photofrin®, Photogem®, Photosan®, respectivamente.
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Figura 4.1: Espectros de absor¢do na regido do UV-vis de solu¢des 10 pg mL™ dos
fotossensibilizadores em tampdo acetato/fosfato /borato 30mM, em pH 7.4: (a)
Photofrin® (Espectrofotdmetro UV-Vis U-2800 Hitachi ) (b) Photogem® e (¢)
Photosan® (Espectrofotdmetro UV-Vis-NIR Cary 5G Varian).
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O comprimento de onda de excitacdo para a obtencdo do espectro de emissdo de
fluorescéncia dos fotossensibilizadores foi previamente determinado através do espectro
de absor¢do e confirmado através dos espectros de excitagdo. Os fotossensibilizadores
podem ser excitados em comprimento de onda onde apresentam bandas de absorbancia.
Entretanto, na concentragdo estudada, o comprimento de excitacdo escolhido para cada
fotossensibilizador foi o referente a primeira banda Q, pois nesse comprimento de onda

a absorbancia da solucio € menor do que 0,1, minimizando-se assim o efeito filtro.
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Figura 4.2: Espectros de emissdo de fluorescéncia de solugdes 10 pg mL™'  dos
fotossensibilizadores em tampdo acetato/fosfato /borato 30 mM, em pH 7.4: (a)

Photofrin® (Aex = 507nm), (b) Photogem® (Aex = 501nm)e (c) Photosan® (Aex = 504nm).

Os espectros de emissdo de fluorescéncia dos fotossensibilizadores t€ém perfis

bastante semelhantes, e apresentam duas bandas caracteristica, sendo uma de maior
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intensidade em 615nm para o Photofrin® (Figura 4.2 a) e Photogem® (Figura 4.2 b) e
com um pequeno deslocamento para 618nm para o Photosan® (Figura 4.2 c), e outra de
menor intensidade em 674 e 675nm, respectivamente, como apresentado nas Figura

4.2a,4.2be 4.2c.

4.2. Estudo da Agregacao do Photofrin®, Photogem®, e do Photosan®

A agregacdo tende a diminuir o potencial terapéutico dos fotossensibilizadores
[Margalit, 1984]. Isso acontece devido a diminui¢do do tempo de meia-vida dos estados
excitados siglete e triplete do fotossensibilizador, levando a redugdo do rendimento
quantico da excitagdo do oxigénio molecular ao oxigénio singlete e, portanto,
diminuicdo da eficiéncia fotodindmica dos sensibilizadores [Daziano et al., 1996;
Crouch et al.,1990].

Para investigar a ocorréncia de agregacdo, obteve-se os espectros Oticos (Figura
4.3) de solugdes contendo diferentes concentragdes de Photofrin®, Photogem® ou
Photosan®, preparadas em tampdo fosfato/acetato/borato 30mM pH 7.,4. A faixa de

concentracdo estudada foi de 0,5 — 20 pg mL™.
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Figura 4.3: Espectros de absorbincia dos fotossensibilizadores em diferentes
concentragdes (0,5 — 20 ug.mL™) em solugio tampdo acetato/fosfato/borato 30mM pH

7,4: (a) Photofrin®, (b) Photogem® e (c) Photosan® .

Na Figura 4.4 estd apresentada a relagdo entre os valores de absorbancia na banda de
Soret em funcdo da concentracdo dos fotossensibilizadores. Pode se verificar nos
gréficos, que até a concentracio de aproximadamente 3 pg mL™ temos a linearidade do
grafico a para os trés fotossensibilizadores, estando de acordo com a lei de Lambert-
Beer. Acima dessa concentracio temos o desvio dessa linearidade, que € indicio de que
os fotossensibilizadores estdo em formas agregadas distintas. Mais adiante serdo
apresentadas evidéncias que caracterizam os espectros de formas desagregadas através
dos experimentos de interagdo dos fotossensibilizadores com lipossomos e
lipoproteinas, os quais apresentam regides hidrofébicas. Pode-se adiantar que os
espectros observados a pH 7, mesmo em solucdes diluidas (abaixo de 3 ug mL™), sdo

de derivados de hematoporfirinas agregados. Desta forma a regido linear (0-3 pg mL™)
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Figura 4.4: Grificos de absorbancia da banda de Soret versus concentragdo dos
fotossensibilizadores: Photofrin® (a) toda a faixa de concentracdo e (b) ampliacdo até a
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ampliacdo até a concentracdo de 3 ug.mL'l.
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podera ser interpretadas como os fotossensibilizadores estejam como dimeros e
trimeros, que ndo estdo ocasionando desvios de linearidade, pois o método
espectroscopico de absor¢do ndo € sensivel o suficiente para identificar a formacédo
destes agregados menores. Enquanto que, passando dessa faixa de concentragio, tem-se

a perda da linearidade pela formagdo de agregados maiores [Margalit ef al., 1984].

4.3. Estudo do Photofrin®, Photogem®, e do Photosan® em diferentes pH

Estudos tém relatado a acumulacdo preferencial dos fotossensibilizadores nos
tecidos tumorais. Entretanto, o mecanismo com que isso acontece ainda ndo estd
totalmente esclarecido. Vdrios fatores possiveis estdo sendo sugeridos, incluindo a
especificidade celular e a caracteristica extracelular do tumor. A maior diferenca entre o
tecido tumoral e o tecido normal sdo a exigéncia nutricional e metabolismo dessas
células. O oxigénio para suprir o rdpido crescimento das células tumorais é geralmente
insuficiente. Assim a glicose € em parte usada via metabolismo anaerdbico, o que leva a
formacdo de acido latico. O excesso de acido latico produzido pela célula € transportado
para o meio extracelular. Conseqiientemente, o pH do fluido intersticial dos tecidos
tumorais é mais baixo quando comparado ao do tecido normal. Essa pequena mudanca
do pH extracelular pode levar a mudanga do equilibrio entre as vdrias espécies i0Onicas
do fotossensibilizador. A protonacdo de vérios fotossensibilizadores estd correlacionada
com o aumento da lipofilicidade dos mesmos, o que leva ao aumento de sua difusdo
pela membrana celular e, portanto, aumento de sua concentragdo no interior da célula.
[Cunderlikova et al., 1999 e 2000; Braut et al., 1990].

Desta forma a pesquisa das espécies que sdo predominantes em diferentes
valores de pH € de grande interesse, pois possibilita elucidar seu papel na retencéo

seletiva dos fotossensibilizadores pelas células tumorais [Mojzisova et al., 2007].
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Os derivados de hemotoporfirina possuem grupos susceptiveis ao equilibrio de
protonagdo =— desprotonacdo em sua estrutura, que levam a mudanca da carga
liquida da molécula. Esta relacdo é devida ao estado de protonacdo dos nitrogé€nios
imino (-N=) e pirrdlico (-N-) do ntcleo tetrapirrdlico. No caso dos derivados da
hematoporfirinas os grupos carboxilicos ligados ao anel central serdo grupos relevantes,
desde que ndo estejam comprometidos na formagdo dos derivados de hematoporfirinas.
O equilibrio 4cido-base podera levar a formacgéo de diferentes espécies com diferentes
cargas em funcdo do pH apresentado diferentes propriedades fisico-quimicas e que
poderao coexistir simultaneamente na solucao [Cunderlikova et al., 1999].

A andlise das diferentes espécies i0nicas pode ser descrita na curva de titulacdo
modelo da Figura 4.5.
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e
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Figura 4.5: Modelo de curva de titulacdo acido-base.

A curva de titulacdo modelo tem o comportamento da equacdo 1. A partir dessa
equacdo é possivel obter o valor de pKa para o sistema de protonagdo/desprotonacdo de

moléculas com estruturas porfirinicas.
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onde, A,y € o valor da absorbancia da solugdo em um determinado valor de pH, Aap € a
absorbancia da espécie protonada e AAns;x = Aa — Aan, sendo A,~ a absorbancia da
espécie desprotonada e pK = —log K. Ao assumir-se mais de um grupo 4cido, basta
considerar que o Aap € a absorbancia da molécula com todos os grupos protonados na
faixa de pH analisada e para cada grupo cido adiciona-se parcelas similares a segunda
da equacdo (1). Ao se empregar outro tipo de técnica espectroscopica (ex.
fluorescéncia), no qual a intensidade do seu sinal seja proporcional as concentracdes de
cada espécie em equilibrio, empregaram-se equagdes similares.

Nesse trabalho realizado-se estudo espectroscépico por absor¢do e emissdo de
fluorescéncia das solucdes de Photofrin®, Photogem® e Photosan® concentragio 10 pg
mL" em tampdo acetato/fosfato/borato variando o pH na faixa de 6 a 8. O estudo foi
realizado nesta faixa, pois € uma faixa de pH importante para sistemas bioldgicos.

A Figura 4.5 apresenta os espectros de absor¢do do Photofrin®, Photogem® e
Photosan®, onde € possivel observar um aumento considerdvel na absorbancia conforme
se aumenta o pH. Isso acontece porque em solugdes dcidas existe o predominio de

espécies
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faixa de 6 a 8: (a) Photofrin®, (c) Photogem® e (e) Photosan®. Alteracdo da intensidade

de absorcdo na banda Q de maior energia com o aumento do pH: (b) Photofrin®, (d)

Photogem® e () Photosan®.
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agregadas que levam a diminui¢do da absor¢do. O aumento da agregagdo é devido ao
equilibrio 4cido-base que leva a formagdo de espécies de cariter neutro mais
susceptiveis a agregacao facilitada também pela estrutura planar dos anéis porfinicos.
Com o aumento do pH foi observada uma diminui¢do gradativa da agregacdo. Néo foi
observada nenhuma mudanca no perfil dos espectros além das mudancas de intensidade
de absorgdo.

Nas Figuras 4.5 b, c e d € mostrado a alteracdo da intensidade de absorc¢do na
banda Q de maior energia com o aumento do pH. Podemos observar que existe um salto
na faixa de pH de 5-6.5, onde temos a maior desagregacdo. Apds esse valor a
desagregacdo é mais gradativa, porém ndo foi possivel chegar a maxima desagregacdo
nessa faixa de pH.

Nos espectros de fluorescéncia (Figura 4.6), pode-se observar para todos
fotossensibilizadores o comportamento similar ao observado pelos espectros de
absorcdo. Aumento da intensidade de fluorescéncia com o aumento do pH. No caso do
Photofrin® (Figura 4.6 a) e do Photosan® (Figura 4.6 e), ainda se observa um pequeno
deslocamento para comprimentos de onda maiores, de 3 e 2 nm, respectivamente. Esse
comportamento € atribuido a formacgdo de espécies de carater mais hidrofébico em
valores de pH baixos, e a desagregagio progressiva com o aumento do pH, que pode ser
observado também nas Figuras 4.6 b e f, que representa a intensidade méxima de
fluorescéncia em funcdo do pH.

Os espectros tanto de absorcdo quanto de emissdo indicam modificacdo das
moléculas. Para a melhor andlise dos dados foram precisos considerar-se dois valores de
pK (Tabela 4.1). Um dos valores de pK, 4,9 para o Photofrin®, 5,4 para o Photogem® e

5,1 para o Photosan®é compativel a grupos carboxilicos [Mojzisova et al, 2007]. A
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Figura 4.6: Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia no UV-Vis dos
fotossenssibilizadores na concentragao 10 ug.mL’1 em tampao acetato/fosfato/borato 30
mM variando o pH na faixa de 6 a 8: (a) Photofrin® (Aex = 507), (¢) Photogem® Aex =
501) e (e) Photosan®(7uex =504). Alteracao do maximo de emissdo de fluorescéncia com

o aumento do pH: (b) Photofrin®, (d) Photogem® e (f) Photosan®.
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necessidade do emprego de duas constantes pode significar que o fator predominante é
o equilibrio agregacdo/desagregacdo que ocorre de uma forma progressiva. A
desprotonacdo dos grupos carboxilicos periféricos sdo inferidos de forma indireta
através do equilibrio de agregacgdo pois os grupos funcionais nio estdo conjugados com
o anel central.

Assumindo-se esta condigdo, as variagdes de posicdes e nimero de linhas dos
espectros das hematoporfirinas seriam sensiveis ao equilibrio de desprotonacdo do
nitrogénio imino do anel porfirinico, mas relativamente insensiveis a protonagdo dos
grupos carboxilicos periféricos. Finalmente, se os valores de pK foram muito préximos,
a curva de titulacdo ndo pode revelar quantos pontos de inflexdo existem para
determinar os valores de pK [Cunderlikova et al., 1999]. Uma evidéncia de que se trata
do equilibrio de desprotonagdo de grupos carboxilicos é que abaixo das curvas de
titulacdo empregando-se a fluorescéncia é que hd uma supressdo intensa que significa a
agregacdo. Apesar de se ter na literatura de que os hidrogé€nios ligados aos nitrogénios
imino e pirrdlico do anel porfirinico tem valores de pK 4,7 e 2,9, respectivamente
[Brault et al, 1990], tanto a desprotonacdo dos grupos iminicos bem como a protonacio
dos nitrogé€nios pirrdlicos aumentariam a simetria do anel o que mudaria o padrdo de
quatro linhas das bandas Q para um padrio de duas linhas. De qualquer forma a
protonacdo do grupo pirrélico ndo seria observada na faixa de pH estudada. Por outro
lado um deslocamento hipsocromico da banda de Soret (para comprimentos de onda
menores) com a acidificacdo € uma evidéncia da formacdo de agregados do tipo face-a-
face que seria favordvel somente se a carga liquida fosse neutra. Se for assumido que o
pK obtido tivesse relacdo com o hidrogénio iminico, acima do pK terfamos que ter,

além do deslocamento batocromico da banda de Soret (para comprimentos de onda
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maiores) com a alcalinizag@o, seria observado a transformac¢do da banda Q para um
conjunto de duas bandas. Assim, torna-se mais vidvel considerar que a agregacdo em
pH abaixo do pK deve-se a neutralizacdo da carga negativa do propionato sem afetar a
carga do anel. Qualquer alteragdo de carga adicional ocorre com a protonagdo dos

nitrogénios pirrdlicos, resultando em uma carga positiva no anel porfinico.

Tabela 4.1: Valores de pK para os fotossensibilizadores calculados a partir do

comportamento da banda Q de maior energia e do mdximo de emissdo de fluorescéncia

ambos pelo pH.
UV-vis Emissdo de Fluorescéncia
Sensibilizador
pK;i pK» pKy pK»
Photofrin® 4,9 7.3 6,0 8,0
Photogem® 5,4 8,0 5,7 6,6
Photosan® 5,1 7.5 6,4 8,0

4.4. Estudo da interaciio do Photofrin®, Photogem®, Photosan® com DMPC

A literatura mostra um aumento considerdvel no potencial terap€utico de alguns
fotossensibilizadores quando sdo encapsulados em lipossomas. Isso se deve, em parte, a
uma diminui¢do da agregacdo do fotossensibilizador, da melhor penetrag¢do nas células
tumorais, e principalmente, da redistribuicdo do fotossensibilizador nas proteinas
plasmaticas, como a albumina e as lipoproteinas [Bourré et al, 2003; Frolov et al, 1990;
Derycke et a, 2004] sem a interacdo com as membranas se o transporte intravenoso
ocorresse de forma livre. Sendo assim, neste trabalho, estudou-se a interagdo do
Photofrin®, Photogem® e Photosan® em concentracdo de 10pg mL" em tampao

acetato/fosfato/borato 30 mM, em pH 5,0; 7.4 e 9,0, com diferentes concentracdes de
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DMPC. Os valores de pH foram escolhidos considerando-se a presenca de espécies
protonadas, pH 5,0, e desprotonadas, pH 9,0 e o pH 7,4 como simulando as condi¢ées
homeostéticas de pH.

Nos resultados de absorcdo e emissdo de fluorescéncia (Figura 4.7) do
Photofrin® observa-se que com o aumento da concentragio de DMPC leva a um
aumento da intensidade de absorcdo e emissdo do fotossensibilizador. Na absorcao, para
pH 5,0 (Figura 4.7 a) nota-se os deslocamentos hipsocrdmicos (para o vermelho) de 37
nm da banda de Soret, de 3 nm da QII e de 5 nm da banda QI. Para as bandas QIV e
QIII existe o deslocamento batocromico (para o azul) de 3 nm. Alterando-se o valor de
pH para 7,4 (Figura 4.7 c) a banda de Soret desloca de 11 nm, enquanto que as bandas
QIV e QIII deslocam de 3 nm, todas para o vermelho. Nesse pH as bandas QII e QI tem
um deslocamento para o azul de 3 nm. Aumentando-se para pH 9,0 (Figura 4.7 e) os
deslocamentos hipsocromicos sdo de 37 nm para a banda de Soret; de 4 nm para as
bandas QIV e QIII. O deslocamento batocrdmico de 1 nm para as bandas QII e QI
foram observadas. Na emissao de fluoreséncia (Figura 4.7 b, d, f) pode se observar um
deslocamento do maximo de emissdo com o aumento da concentragdio de DMPC, nos
diferentes pHs (5,0; 7,4 e 9,0). Nesses pHs ocorre o deslocamento de 615nm, sem
adicdo de DMPC, para 630 nm com adi¢gdo 50 pM de DMPC. A partir dessa
concentracdo de DMPC ndo se observa mais deslocamento, apenas aumento da
intensidade de fluorescéncia. Nos diferentes pHs, 5,0; 7,4 e 9,0, como ja foi discutido

anteriormente, o Phtotofrin® encontra-se em diferentes estados de agregacao.
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Figura 4.7: Espectros de absor¢do e emissdo de fluorescéncia (Aex = 507nm) da solugéo
de Photofrin® (10ug.mL'1) em tampao acetato/fosfato/borato 30 mM em relacdo a

concentragdo de DMPC. (a) e (b) pH 5,0; (c) e (d) pH 7,4; (e) e (f) pH 9,0.
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Figura 4.7g: Intensidades mdximas da emissdo de fluorescéncia (Aex = 507nm)da
solugdo de Photofrin® (10 ug mL™) ligado ao DMPC em tampdo acetato/fosfato/borato

30 mM em fungio da concentragdo de DMPC em pH 5,0, 7,4 e 9,0, respectivamente.
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Como pode ser observado na Figura 4.8, em meio dcido (pH 5,0), onde o
fotossensibilizador estd mais agregado do que em relacdo a pH maiores (7,4; 9,0), a
adicdo de pequenas quantidades de DMPC causa um maior deslocamento no equilibrio
agregacdo/desagregacdo pela difusdo de grande quantidade de fotossensibilizador para a
fase lipidica, desagregando-o. Isso faz com que mude drasticamente a intensidade de
absorcdo. No entanto, a partir de dada concentracdo do lipossoma a intensidade de
absorcdo e de emissdo tende a crescer mais lentamente até ser quase constante, levado a
crer que grande parte do fotossensibilizador, presente no meio aquoso, interagiu com os
lipossomos. Conforme se aumenta o pH, como o fotossensibilizador ja se encontra no
meio aquoso menos agregado, a difusdo para a meio lipidico acontece mais
eficientemente. A andlise dos dados no maximo da intensidade de fluorescéncia no
comprimento de onda correspondente a forma ligada ao DMPC (Figura 4.7g), obteve-se
uma constante de interacdo do Photofrin® ao DMPC de 0,0041 wmol L' em pH 5,0,
0,0071 pmol L' em pH 7.4 e 0,0100 pmol L' em pH 9,0, respectivamente
corroborando a tendéncia citada. Neste caso foi considerada uma unica constante,
portanto um comportamento hiperbdlico da concentragio do derivado de
hematoporfirina ligado em funcdo da concentragdo do fosfolipideo. Entretanto, é
conveniente ressaltar-se que, em condi¢des da existéncia de agregados, a constante
obtida apresenta a influéncia da(s) constante(s) de dissociagdo. Assim, somente em pH
9,0 teremos uma constante tipica de interagdo.

Nos resultados de absorcdo e emissiao do Photogem® (Figura 4.9) observa-se o
mesmo comportamento discutido para o Photofrin®, ja que esses fotossensibilizadores
sdo similares. O aumento da concentracdo de DMPC também leva a um aumento da

intensidade de absor¢do e emissdo do fotossensibilizador. Entretanto,
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Figura 4.8: Resultados de absorbancia (a) e emissao de fluorescéncia (b) da solucdo de
Photofrin® (10 pg.mL", tampdo acetato/fosfato/borato 30 mM) pela variagio da
concentracdo de DMPC (uM) nos pHs de 5,0; 7,4 e 9,0.

nos resultados de absorcdo em pH 5,0 (Figura 4.9 a) t€m-se um menor deslocamento
hipsocrdmico (para o vermelho) da banda de Soret de 27 nm. Para as bandas QIV e QIII
existe um deslocamento batocrdmico (para o azul) de 3 nm. Para as bandas QII e QI
existe um deslocamento para o vermelho de 3 e 8 nm, respectivamente. No pH 7,4
(Figura 4.9 c) a banda de Soret desloca de 30 nm, enquanto que as bandas QII e QI
deslocam de 4 nm, todas para o vermelho. Nesse pH as bandas QIV e QIII tem um
deslocamento para o azul de 3 nm. Aumentando-se do pH para 9,0 (Figura 4.9 e) os
deslocamentos hipsocromicos sdo de 17 nm para a banda de Soret; de 6 nm para as
bandas QII e QI. O deslocamento batocrémico de 8 nm para as bandas QII e QI foram
observadas. Nos espectros de emiss@o nos diferentes pHs (Figura 4.9 b, d , f), observa-
se um deslocamento do maximo de emissdo de 615 nm para ~ 628 nm. Entretanto, o
maximo de emissdo sé é deslocado com concentragdes superiores a 150 uM de DMPC,
independentemente do valor de pH estudado, indicando que a quantidade de

sensibilizador transferido para o meio hidrofébico sé se torna significativo acima desta

concentragdo de DMPC.
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Figura 4.9: Espectros de absor¢do e emissao de fluorescéncia (Aex = 501nm) da solugéo

de Photogem® (10pg.mL™") em tampdo acetato/fosfato/borato em relaciio a concentragio

de DMPC. (a) e (b) pH 5,0; (c) e (d) pH 7,4; (e) e (f) pH 9,0.
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Figura 4.9g: Intensidades méximas da emissdo de fluorescéncia (Aex = 501nm) da
solugio de Photogem® (10ug mL™) ligado ao fosfolipideo em tampdo

acetato/fosfato/borato em funcdo da concentragdo de DMPC em pH 5,0, 7.4 e 9,0,

respectivamente.

Na Figura 4.10, onde estdo apresentados o maximo de absorcdo da banda Q IV e
maximo de emissdo de fluorescéncia pela variagdo da concentracio de DMPC nos
diferentes pHs. Em pH 5 ha um maior aumento da intensidade de absor¢do e emissdo
com relagdo ao outros pHs. Porém, existe uma menor diferenca de intensidade de
absorcdo e de fluorescéncia entre os pHs para Photogem® (Figura 4.10) em relagdo ao
Photofrin® (Figura 4.8), indicando uma menor influencia do pH na interacio do

Photogem® com o DMPC. Similarmente ao observado com o Photofrin, houve um
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aumento significativo na constante de interagdo do Photogem® com o DMPC com

aumento de pH, de 0,0014 pmol L' em pH 5,0 para 0,0046 umol L' em pH 9,0.
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Figura 4.10: Resultados de absorbancia (a) e emissao de fluorescéncia (b) da solugdo
de Photogem® (10 pg.mL'l, tampdo acetato/fosfato/borato) pela variacdo da

concentragdo de DMPC (uM) nos pHs de 5,0; 7,4 € 9,0.

Os espectros de absor¢do e emissdo do Photosan® (Figura 4.11) mostram um
comportamento andlogo aos outros fotossensibilizadores, isto é, o aumento da
concentracdo de DMPC leva ao aumento da intensidade de absor¢do e emissdo do
fotossensibilizador. Em pH 5,0 (Figura 4.11 a) tém-se deslocamentos para o vermelho
de 45 nm da banda de Soret e .de 2 e 4 nm para as bandas QII e QI, respectivamente.
Para as bandas QIV e QIII existe um deslocamento para o azul de 2 e 4 nm. No pH 7,4
(Figura 4.11 c) a banda de Soret desloca de 69 nm, enquanto que as bandas QII e QI
deslocam de 5 nm, todas para o vermelho. Nesse pH as bandas QIV e QIII tem um
deslocamento para o azul de 4 nm. Na Figura 4.11e , resultado de absorbancia do pH

basico (9,0), os deslocamentos hipsocrdmicos sdo de 33 nm para a banda de Soret; de 1



57

RESULTADOS E DISCUSSOES

nm para as bandas QII e QI. O deslocamento batocromico de 5 e 3 nm para as bandas
QII e QI foram observadas. Os espectros de emissdo de fluorescéncia para os diferentes
pHs sdo apresentados na Figura 4.11 b, d, f Esses resultados mostram que existe um
deslocamente do maximo de emissdo de 618 nm, sem adi¢do de DMPC, para 633 nm,
com a adicdo de 50 uM de DMPC. Aumentando-se a concentracio de DMPC néo ha
mais deslocamento do maximo de emissao ocorrendo somente o aumento da intensidade
de fluorescéncia. Nota-se que em pH 5,0 (Figura 4.11b) existe uma supressio
pronunciada da amostra pura em fotossensibilizador. Em adi¢des acima de 50 uM de
DMCP ocorre o aumento evidenciado da intensidade fluorescéncia.

A Figura 4.12 mostra que existe um comportamento andlogo entre o Photosan® e
o Photofrin® (Figura 4.8). Observa-se que apesar das menores diferencas de intensidade
de absor¢do em diferentes pHs os resultados de fluorescéncia mostram um maior

aumento da intensidade de fluorescéncia para o pH 5,0.
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Figura 4.11: Espectros de absor¢do e emissao de fluorescéncia (Aex = 504nm)da solugio

de Photosan® (10ug.mL'1) em tampao acetato/fosfato/borato em relagdo a concentracio

de DMPC. (a) e (b) pH 5,0; (c) e (d) pH 7,4; (e) e (f) pH 9,0.
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Figura 4.11g: Intensidades méaximas da emissdo de fluorescéncia (Aex = 504nm) da
solugdo de Photosan® (10pg mL™) ligado ao fosfolipideo em tampao

acetato/fosfato/borato em funcdo da concentragdo de DMPC em pH 5,0, 7.4 e 9,0,

respectlvamente.
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Figurad.12: Resultados de absorbancia (a) e emissdo de fluorescéncia (Aex = 504nm)
(b) da solucdo de Photosan® (10 ug.mL’l) em tampdo acetato/fosfato/borato) pela
variagdo da concentragdo de DMPC (uM) nos pHs de 5,0; 7,4 € 9,0.
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Os deslocamentos e aumentos de intensidade de absorbancia e emissdo de
fluorescéncia (Figuras 4.7 a 4.11) possuem uma causa comum, o efeito de agregacao
das moléculas dos fotossensibilizadores. Logo, em pH 5,0 o estado agregado € superior
aos outros pHs estudados. Esse estado agregado existente na fase aquosa passa para a
forma monomérica na fase lipidica do lipossomo. De acordo com Damoiseau et al
[Damoiseau et al, 2001], a fluorescéncia dos fotossensibilizadores aumenta
consideravelmemte na presenca de concentracdes crescentes de lipossoma de DMPC,
indicando monomerizacio dos mesmos. Para o Photosan® ndo ficou evidente a
eficiéncia crescente de sua ligacdo ao lipossoma (Figura 4.11g) com a alcalinizacio.
Neste caso as constantes em pH 5,0 e 9,0 foram similares, isto €, 0,0085 pwmol L'e

0,0074 wmol L_l, respectivamente.

4.5. Estudo da interacio do Photofrin®, Photogem®, Photosan® com LDL

A alta expressdo de receptores de LDL pelas células tumorais e a incorporagio
de fotossensibilizadores associados a LDL tem sido sugerido como um contribuinte para
a acumulacio especifica de fotossensibilizador nestas células [Mojzisova, 2007].
Estudos revelam que a interacdo depende das propriedades fisico-quimicas do
fotossensibilizador, assim como hidrofobicidade, carga e tamanho de particula [Konan,
2002]. A interacdo com LDL aumenta com o aumento da hidrofobicidade do
fotossensibilizador [Cuderlikovd, 2000]. Como ja foi discutido anteriormente a
protonagdo de viarios fotossensibilizadores aumenta sua hidrofobicidade [Mojzisova,
2007]. Conseqiientemente, a afinidade do fotossensibilizador com LDL em diferentes

pHs € um importante parametro.
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Realiza-se andlise espectroscOpica por absorcdo Otica e fluorescéncia da
intera¢do de solucdes de Photofrin®, Photogem®, e Photosan® 10 ug.mL’1 em tampao
acetato/fosfato/borato 30 mM com a variacdo da concentracao de LDL nos pHs 5,0 e
7,4. Essa andlise néo foi realizada em pH 9,0, como no caso do lipossoma, pois altos
pHs afetam a integridade da LDL.

A Figura 4.13 apresenta os espectros de absor¢do e fluorescéncia do Photofrin®
com variagdo da concentracdo de LDL (0 a 0,04 uM) nos pHs 5,0 e 7,4. Observa-se que
para o pH 5,0, os espectros de absor¢do (Figura 4.13a) apresentam aumento da
intensidade de absorcdo e deslocamento para o vermelho da banda de Soret em 32 nm e
das bandas QII e QI em 4 e 2 nm, respectivamente, e deslocamento para o azul das
bandas QIV e QIII em 3nm. Esses deslocamentos acontecem a partir da concentracao de
0,024 uM de LDL. Nos resultados de fluorescéncia para o mesmo pH (Figura 4.13b),
conseguimos observar o mesmo comportamento que o observado nos espectros de
absorcdo. Aumento drastico da intensidade de fluorescéncia e, deslocamento do maximo
de 615nm para 632nm a partir da concentracdo de 0,024 uM. Nos espectros de absorcdo
em pH 7,4 (Figura 4.13c) se observa apenas um ligeiro aumento da absorc¢ao, que pode
ter sido influenciado pelo espectrofotdmetro utilizado, pois esse resultado ndo concorda
com o observado nos espectros de fluorescéncia da mesma amostra. O espectro de
fluorescéncia (Figura 4.13d) mostra aumento mais considerdvel da intensidade de

fluorescéncia e deslocamento, ainda que ndo do méximo, de 615nm para 630nm.
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Figura 4.13: Espectros de absor¢do e de fluorescéncia de solugdo 10 ug.mL'1 de

Photofrin® (tampao acetato/fosfoto 30 mM) com variacdo da concentracdo de LDL (0-
0.04 pM)nos pHs 5,0 (a e b) e 7,4 (c e d). 1* Espectrofotometro UV-Vis U-2800
Hitachi ; 2* Espectrofotometro UV-Vis-NIR Cary 5G Varian).

Analisando a Figura 4.14 que apresenta a absorbincia da banda em 507nm e
drea abaixo da curva dos espectros de emissdo fluorescéncia do Photofrin®, pode-se
observar em pH 5,0 um salto quando atingimos a concentragdo de 0,024 uM de LDL,
tanto nos resultados de absor¢do quanto de fluorescéncia. Nessa concentragdo de LDL

tém-se a diminui¢do rdpida de formas agregadas em solugéo para formas monoméricas,
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provavelmente na parte lipidica, da LDL. Em pH 7,4 a interacdo acontece mais

gradativamente, pois o fotossensibilizador nesse pH estd menos agregado no meio

aquoso.
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Figura 4.14: Resultados de absorbancia (a) e emissao de fluorescéncia (b) da solugdo
de Photofrin® (10 ug.mL’l, tampdo acetato/fosfato/borato 30 mM) pela variacdo da
concentragcdo de LDL (uM) nos pHs de 5,0; 7,4.

Para o Photogem®, os resultados de absor¢io do pH 5,0 (Figura 4.14a) mostram
similaridade aos resultados do Photofrin®, que é aumento da intensidade de absor¢do e
deslocamento a partir da concentracido de 0,024 uM de LDL. As bandas de Soret, QIl e
QI deslocam para o vermelho em 19, 2 e 9 nm, respectivamente. Enquanto nas bandas
QIV e QIII tém-se um deslocamento para o azul de apenas Inm. Nos espectros de
fluorescéncia temos o deslocamento de 614nm para 619, na mesma concentracdo de

LDL. No pH 7,4 (Figura 4.15b e c¢), ndo se observa muita mudanga nos espectros,
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apenas um aumento minimo de intensidade de absorcao e fluorescéncia, indicando que

nesse pH a adicdo de LDL nao afeta a molécula do fotossensibilizador.
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Figura 4.15: Espectros de absor¢do e de fluorescéncia de solugdo 10 ug.mL'1 de
Photogem® (tampao acetato/fosfoto 30 mM) com variagdo da concentracido de LDL (0O-

0.04 uM)nos pHs 5,0 (aeb) e 7.4 (c e d).
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Na Figura 4.16 que apresenta a absorbancia da banda em 501nm e 4rea abaixo
da curva dos espectros de emissdo de fluorescéncia do Photogem®, observar-se ainda
mais a similaridade desses resultados com o do Photofrin. Existe um salto em pH 5,0
quando atingimos a concentracdo de 0,024 uM de LDL nos resultados de absor¢do
(Figura 4.16b) e de fluorescéncia (Figura 4.16b). Portanto, é nesta concentragdo de LDL
que grande quantidade do fotossensibilizador passa da solu¢do aquoso para as partes
hidrofébicas da LDL, diminuindo a agregacdo do mesmo. Em pH 7,4 a interacdo é

muito mais sutil, supondo que este esteja menos agregado no meio aquoso.
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Figura 4.16: Resultados de absorbancia (a) e emissao de fluorescéncia (b) da solugdo
de Photogem® (10 pg.mL™, tampdo acetato/fosfato/borato 30 mM) pela variagio da

concentragdo de LDL (uM) nos pHs de 5,0; 7,4.

Os resultados de absorbancia do Photosan® (Figura 4.17 a e ¢) para os dois pHs
ndo mostram mudanga significativas, somente um leve aumento da intensidade de

absor¢do quando se aumenta a concentracdo de LDL. Entretanto, nos resultados de
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emissao de fluorescéncia observa-se aumento da intensidade e deslocamento do maximo

de emissdao de 618nm para 633nm para pH 5,0 (Figura 4.17b) na concentracdo de 0,004

UM e para pH 7,4 (Figura 4.17d) na concentragdo de 0,008 pM.
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Figura 4.17: Espectros de absorcio e de fluorescéncia de solugdol0 pg.mL’ de

Photosan® (tampao acetato/fosfoto 30 mM) com variacdo da concentracdo de LDL (0-

0.04 uM)nos pHs 5,0 (aeb) e 7.4 (c e d).
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Na Figura 4.18, que apresenta a absorbincia da banda em 504nm e drea abaixo
da curva dos espectros de emissdo de fluorescéncia do Photosan®, pode-se observar que
em pH 5,0 que as intensidades de absor¢do (Figura 4.18a) e dreas abaixo da curva
emissdo (Figura 4.18b) sdo maiores do que para pH 7,4, indicando mais influéncia da
presengca de LDL em pH 5,0. Isso pode ser explicado pela interacdo de grande
quantidade de fotossensibilizador na forma agregada em solucdo aquosa para fase

hidrofébica da LDL (ntcleo lipidico), diminuindo assim sua agregacao.
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Figura 4.18: Resultados de absorbancia (a) e emissao de fluorescéncia (b) da solugdo
de Photosan® (10 ug.mL’l, tampao acetato/fosfato/borato) pela variacdo da

concentragdo de LDL (uM) nos pHs de 5,0; 7,4.

Em todos os fotossensibilizadores observa-se o deslocamento do méaximo de
emissdo de fluorescéncia para o vermelho. Na literatura esse comportamento é atribuido
a incorporagdo dos fotossensibilizadores em meios mais hidrofébicos, como na fase

lipidica da LDL [Cunderlikov4, 2000; Mojzisova, 2007].
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Tabela 4.2: Anélise das ligacdes dos derivados de hematoporfirinas com LDL. Tampao
acetato/fosfato/borato 30 mM; excitagdo: 507 nm (Photofrin®), 501 nm (Photogem®) e
504 nm (Photosan®). Entre paréntesis correspondem as andlises dos resultados de

absorcao Otica.

K, umol ™' L n Alpax Iy
Photofrin pH 45,240.5 3043 534+11 4445
5,0 (47+1) (15+4)
30.421 1.3x0.4 268+130 66+8
pH 7,4
(29+11) (ausente)
Photogem pH 17617 2.8+0.6 12749 25047
5,0 (47+1) (15+4)
pH 7,4 ) ) ) )
(33+8) (ausente)
18«18 1.1x0.3 3784252 1746
Photosan pH 5,0
(35+4) (ausente)
H74 4021 1.4+0.4 11344 814
P (6+3) (ausente)

Na Tabela 4.2 estdo apresentados os resultados da andlise das ligagdes dos
derivados de hematoporfirinas no LDL. Os dados apresentaram o comportamento
hiperbdlico das absorbancias em fun¢do da concentracdo do LDL para o Photofrin pH
7,4, Photogem pH 74 e Photosan® nos pH 5,0 e 7.4. Nos demais experimentos
observaram-se o comportamento sigmoidal. A sigméide representa um indicio de que o
fendmeno de ligacdo ao LDL poderd ser cooperativo. O pardmetro n na tabela
corresponde a constante de Hill que indica o grau de cooperatividade. Excetuando-se o
Photofrin® e o Phogem® em pH 5,0, as constantes de cooperatividade foram préximos
de um, indicando apenas uma pequena cooperatividade. Na maioria dos experimentos, a
ordem de grandeza das constantes de ligacdo foi de 10" mol™ L. Apenas no Photogem®

em pH 5,0 foi 10 vezes maior. O valor de 107 é similar ao resultado obtido a uma
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clorina e6 apresentando grupos carboxilicos em sua estrutura (Mojzisova et al. 2007).
Em pH 7,4, em geral a variacio das propriedades espectroscdpicas foram pequenas que
poderd ser justificada pelo fato de que neste pH as carboxilas se encontravam
desprotonadas, atribuindo cargas liquidas negativas para uma fracdo significativa das

moléculas.
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V. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados conclui-se que a variagdo do pH afeta as
propriedades das moléculas dos fotossensibilizadores e, portanto, as interagdes destes
com o lipossoma de DMPC e a lipoproteina de baixa densidade (LDL).

Os experimentos espectroscGpicos realizados com o Photofrin®, Photogem® e
Photosan® mostram que a diminui¢do do pH leva a diminui¢do nas intensidades de
absorcdo e emissdo de fluorescéncia. Isso ocorre porque em solugdes acidas existe o
predominio de espécies agregadas. O aumento da agregacdo é devido ao equilibrio
dcido-base que formam espécies neutras em pH inferior ao pK (5§ a 5,5) de grupos
carboxilicos. A evidéncia experimental que permite atribuir o pK de 5 a 5,5 a grupos
carboxilicos é que o radical ligado ao anel € derivado do dcido propidnico, o que
dificulta a ressonancia dos elétrons da carboxila com o sistema 7 da porfina. Ademais,
nao foram observadas mudancas na estrutura de quatro bandas na regido Q, indicando
que ndo ha alteracdes nos nitrogénios do anel, portanto permanecendo neutro na faixa
de pH empregada. Assim, para o pH abaixo do pK toda a molécula estard neutra.Por
outro lado acima prevalecera as forma anidnicas.

Resultados de interacdo com lipossomas mostraram que existe influéncia do pH
e da concentragdo de DMPC no comportamento dos fotossensibilizadores, Photofrin®,
Photosan® e Photogem®. Isso pode ser observado pelo aumento das intensidades de
absorcdo e emissdo e os deslocamentos das bandas que caracterizam a difusdo dos
fotossensibilizadores agregados no meio aquoso para a fase lipidica, diminuindo assim
sua agregacdo. Como em pH 4cido existe a maior agregacdo de fotossensibilizadores
com relacdo aos outros pH, a interacio com o DMPC neste ocasiona maior mudanga

espectral quando pequena quantidade de fotossensibilizador se difunde para a fase
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lipidica do DMPC. Entretanto, pelos valores da constante de interagcdo calculados isso
ndo indica maior interacdo. Os valores das constantes indicam maior interacdo em pH
mais elevados.

As interacdes dos fotossensibilizadores com LDL mostram-se maiores que em
pH écido do que em pH 7,4, justificada pelo fato de que no pH 7,4 as carboxilas se
encontravam desprotonadas, atribuindo cargas liquidas negativas para uma fracdo
significativa das moléculas. Andlise das ligacdes dos derivados de hematoporfirinas no
LDL nos resultados de emissao de fluorescéncia mostram indicio de que o fendmeno de
ligacdo ao LDL pode ser cooperativo. Na maioria dos experimentos, a ordem de
grandeza das constantes de ligacdo foi de 10’ mol ™ L. Apenas no Photogem em pH 5,0
foi 10 vezes maior. Estes resultados se mostram diferentes aos apresentados para
DMPC, porque a LDL é muito mais complexa e possui diferentes sitios de liga¢do para
os fotossensibilizadores. Estes podem se ligar ndo somente na parte lipidica da LDL,

mais na regido hidrofébica na interface entre a proteina e fase lipidica.
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