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1. INTRODUGAO

De acordo com o INCA (2022), estima-se que, entre 2023 e 2025, tenham
8.980 novos casos de cancer de pele melanoma anualmente. Embora o cancer de
pele ndo melanoma seja mais comum, 0 melanoma, que se origina das células
melanociticas (LEE et al.,, 2023), apresenta uma mortalidade mais elevada,
representando cerca de 79% das mortes por cancer de pele (BALDEA et al.,
2017). Isso se deve principalmente a sua capacidade de metastatizar para locais
distantes, tornando-se uma forma especialmente agressiva de cancer
(BEZROOKOVE et al., 2024). Ainda, a regidao Sul do Brasil se destaca, por
possuir a maior incidéncia de melanoma no pais, em parte devido ao fato de que
72,6% da populacéo se identifica como branca (IBGE, 2022), um fator de risco
para o desenvolvimento de cancer de pele (DZWIERZYNSKI et al., 2021).

As opcbes de tratamento convencionais atualmente aprovadas para o
melanoma incluem remocgao cirurgica, radioterapia, quimioterapia, terapias-alvo e
imunoterapia (MKHOBONGO, et. al. 2021), algumas delas, abordagens
agressivas e com diversos efeitos colaterais ao paciente. Além disso, a baixa taxa
de resposta as modalidades de tratamento disponiveis e a resisténcia inerente
das células de melanoma a agentes quimioterapicos (Mishra et al., 2018) s&o um
problema clinico e reduzem potencialmente a expectativa de vida de pacientes
com melanoma avangado. Assim, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas para melhorar e prolongar a vida dos pacientes
oncoldgicos.

Nesse contexto, se apresenta a Terapia Fotodindmica (PDT - do inglés
Photodynamic Therapy), uma modalidade terapéutica baseada em trés fatores:
fotossensibilizadores, luz com um comprimento de onda especifico e a presenga
de oxigénio, que combinados levam a produgédo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e consequentemente, a morte da célula tumoral (LEE et. al, 2020;
CORREIA, et al. 2021). A PDT diminui a proliferagado de células cancerigenas por
trés mecanismos principais: pela produ¢cao de ERO, induzindo apoptose e
necrose diretamente nas células tumorais, danificando a vasculatura do tumor e
causando hipoxia, e promovendo uma resposta inflamatoéria que ativa a imunidade
contra as células tumorais (CORREIA, et al. 2021).

A eficacia da terapia fotodindmica esta diretamente relacionada as
propriedades do fotossensibilizador utilizado, nesse contexto as porfirinas vem se
destacando como uma abordagem promissora (COSTA et al., 2016). Sendo que
sua estrutura, baseada no anel tetrapirrdlico, € bastante utilizada como
plataformas de receptores sintéticos, visto que, permite a formagao de complexos
com diversos ions metalicos, potencializando a sua eficacia no tratamento
oncolégico (MAHAJAN et al., 2018; PARK et al., 2021).
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Desse modo, o objetivo desse estudo foi realizar a avaliagdo in vitro da
citotoxicidade de porfirinas de paladio, submetidas a Terapia Fotodindmica em
linhagem de melanoma humano (A375).

2. METODOLOGIA

2.1. Cultivo celular e semeadura

A linhagem celular de melanoma humano - A375 - foi cultivada em meio
Dulbecco’s modified Eagle’s media (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB). As células foram semeadas em placas de 96 pocos em
concentragdo de 2x10* células por poco. O cultivo celular foi mantido em
incubadora umidificada em condigdes controladas de 37 °C e 5% de CO,.

2.2. Fotossensibilizadores baseados em porfirinas de paladio

As porfirinas de paladio foram obtidas pelo Laboratério de Bioinorgéanica e
Materiais Porfirinicos (LBMP) da Universidade Federal de Santa Maria. Os
compostos sintetizados possuem as férmulas quimicas CigH146CluNsPsPd, #*
C176H13sClsFesNgPsPd, ** e Cis5H150ClsNooPd, ** € foram intitulados respectivamente
de 3-Pd(PPh;), 3-Pd(dppf) e 3-Pd(PEPSI), todos foram diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO).

2.3. Grupos experimentais e Ensaio Fotodinamico

Apds a aderéncia das células ao poco, foi feito o tratamento utilizando os
fotossensibilizadores de porfirinas de paladio nas concentragcbées de 100, 50, 28,
14,7, 3,5 e 1,7 nM de cada composto, assim como foram usados dois controles: o
branco e o veiculo de diluicdo dos compostos. Foram realizados dois grupos
experimentais distintos, um com a exposigao a luz (claro) e outro com a auséncia
da luz (escuro). Durante o ensaio fotodinamico, o grupo claro foi exposto a luz
branca, com comprimento de onda variando de 400 a 800 nm, emitida por um
sistema de lampada LED de 100 W. A iluminagao foi aplicada 24 horas apds o
contato das células com os compostos a serem avaliados, a uma intensidade de
50 mW/cm? por 30 minutos, com a fonte luminosa posicionada a 15 cm da placa
de cultivo, resultando em uma dose total de 45 J/cm? Apds, as placas foram
novamente levadas a estufa umidificada por mais 24 horas.

2.4. Avaliacao de citotoxicidade por ensaio colorimétrico de MTT

O ensaio MTT (3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) € um método
colorimétrico inicialmente descrito por Mosmann (1983), utilizado para avaliar a
viabilidade celular em funcdo do numero de células, com base na atividade
metabolica. Esse teste baseia-se na conversdo do sal de tetrazélio soluvel em
agua (MTT) em cristais de formazan de cor azul-purpura, processo mediado por
células metabolicamente ativas (BURANAAMNUAY, 2021).

O MTT foi solubilizado em uma concentragdo de 5 mg/mL, e adicionado
aos pocos da placa de 96 pogcos em uma propor¢cdo de 10% de MTT e 90% de
meio de cultivo especifico da linhagem. Apds a incubagao por 3 horas os cristais
de formazan foram solubilizados com DMSO. A absorbancia foi determinada
utilizando um espectrofotémetro, e o percentual de inibicdo do crescimento celular
foi calculado pela seguinte formula: % de inibicdo = (Absorbancia das células
tratadas / Absorbancia das células controle) x 100.

2.5. Andlise estatistica

Todas as analises comparativas foram conduzidas por meio de andlise
one-way ANOVA, com o teste post hoc de Tukey utilizado para as comparagdes
multiplas. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad
Prism, sendo considerado significativo um valor de p < 0,05. Os resultados séo
expressos como média e desvio padrao (DP).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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A anadlise dos valores de ICs, (Tabela 1) revela que as porfirinas
3-Pd(PPh3) e 3-Pd(dppf) apresentam alta citotoxicidade para a linhagem de
melanoma humano (A375). Contudo, a porfirina 3-Pd(PEPSI) mostra desempenho
inferior, pois ndo alcangou nem mesmo 50% de inibicdo celular nas mesmas
concentragbes. Em contraste, os grupos escuros em nenhuma das porfirinas
demonstraram atividade superior a 25%, confirmando que a eficacia e a ativagéo
do fotossensibilizador ocorrem apenas na presenca de luz.

Porfirina 1Cs0 (NM)
3-Pd (PPh3) 2616 £ 7,9
3-Pd (dppf) 23,74 £ 2,6
3-Pd (PEPSI) -

Tabela 1. Valores de I1C5,das moléculas 3-Pd(PPh3), 3-Pd(dppf) e 3-Pd(PEPSI)
apos terapia fotodindmica na linhagem A375.

Tais diferengcas nos valores de IC5;, podem ser atribuidas as variagcbes
quimicas nas estruturas das porfirinas de paladio, particularmente no tipo de
ligante coordenado ao ion de paladio. A porfirina 3-Pd(PPh3) possui fésforo como
ligante coordenado, enquanto 3-Pd(dppf) apresenta ferro, e 3-Pd(PEPSI) nao
possui ligantes coordenados. Estudos de Matsumoto et al. (2017) ressaltam que o
fésforo contribui significativamente para aumentar a citotoxicidade das porfirinas
em células cancerigenas devido a intensa troca de elétrons. De maneira similar, o
ferro tem se destacado como um alvo relevante para terapias anticancer, devido
ao seu papel crucial no incremento do estresse oxidativo (ZHOU et al., 2018).

As porfirinas sdao amplamente utilizadas como fotossensibilizadores na
terapia fotodinamica (PDT) devido as suas propriedades vantajosas, como alta
fotossensibilidade, biocompatibilidade, estabilidade e baixos efeitos colaterais
(COSTA et al., 2016). Além disso, sua capacidade de se concentrar seletivamente
em células com proliferagdo acelerada, como as cancerigenas, aumenta ainda
mais sua eficacia terapéutica (ETHIRAJAN et al., 2021). Tal efeito € comprovado
pela aprovagao comercial, ha mais de 30 anos, de fotossensibilizadores como
Photofrin, Photogem e Photosan no tratamento de diversos tipos de cancer (DE
OLIVEIRA et al., 2014).

De modo a se destacar, metaloporfirinas tém surgido como uma estratégia
promissora para modificar as propriedades fotofisicas das porfirinas (WU et al.,
2020). Estas combinagbes, de metais com porfirinas, podem resultar em uma
atividade fisioldgica aprimorada, desempenhando um papel importante no
diagnostico e tratamento de tumores superficiais. Estudos indicam que metais de
transicdo possuem excelentes efeitos antitumorais (LUO, et. al., 2022), nessa
l6gica, a metalizagdo com paladio demonstra amplificar ainda mais a produgao de
espécies reativas de oxigénio durante a terapia, aumentando assim o potencial
terapéutico do composto (WU et al., 2020).

De modo a complementar, a combinagdo da PDT com outros tratamentos
eficazes apresenta uma oportunidade promissora para melhorar a eficacia do
tratamento do cancer (MOSADDAD et al., 2023), atuando de forma sinérgica para
potencializar os efeitos anticancerigenos (OLSHEVSKAYA et al., 2006). Além
disso, a PDT como terapia combinada oferece varias vantagens, como baixa
morbidade a longo prazo, efeitos sistémicos minimos, utilizacdo de doses mais
baixas de medicamentos e reducdo da citotoxicidade em tecidos saudaveis
(MOSADDAD et al., 2023), tornando-a uma opg¢ao atraente para pacientes com
diversas condigbes médicas ou impossibilitados de obter remogéo cirurgica.
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4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que as porfirinas de paladio
apresentam alta citotoxicidade para o melanoma humano quando expostas a luz.
Isso as torna uma abordagem promissora para a terapia do cancer,
caracterizando-se por baixos efeitos colaterais e por ser pouco invasiva, o que
pode melhorar a qualidade de vida dos pacientes oncoldgicos. No entanto, mais
estudos sao necessarios para compreender de maneira mais aprofundada o
mecanismo de agao desses compostos.
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