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Resumo

O cancer permanece como uma das principais causas de mortalidade no mundo,
apresentando elevada resisténcia terap€utica e potencial metastatico, o que reforga a
necessidade de abordagens alternativas e seletivas, como a Terapia Fotodindmica. Neste
trabalho, foi avaliado o potencial fotodindmico de quatro porfirinas meso-tetra(4-piridil)
complexadas com paladio(Il) e ligantes difosfinicos (Porf@dppe, Porf@dppp,
Porf@dppb e Porf@dppf), incluindo a caracterizacdo fotofisica, interacdo com
biomoléculas e aplicacio em diferentes modelos experimentais de cancer, como
melanoma humano (A375), melanoma murino (B16F10) e modelos tridimensionais (3D)
de adenocarcinoma ductal pancredtico, além de queratindcitos ndo tumorais (Hacat). A
caracterizagdo fotofisica revelou elevados rendimentos de formagao do estado tripleto e
de geracao de oxigénio singlete para os complexos Porf(@dppe, Porf@dppp e Porf@dppb
(Or = 0,72-0,93; @A = 0,62-0,67), enquanto o Porfl@dppf apresentou valores menores,
atribuidos a presenca da unidade ferrocénica. Estudos com albumina sérica bovina
indicaram constantes de ligagdo moderadas, sugerindo transporte plasmatico eficiente.
Em modelos bidimensionais de melanoma, os compostos exibiram baixa citotoxicidade
no escuro e elevada fototoxicidade sob luz azul (A = 415 nm), com valores de ICso na
faixa nanomolar apds a irradiacdo. O Porf(@dppb destacou-se pela maior seletividade
fotodinamica, enquanto o Porf@dppf apresentou maior citotoxicidade global, associada
a geragao sustentada de espécies reativas de oxigénio. Ensaios biologicos demonstraram
alteragdes morfoldgicas, aumento de ROS, reducdo da clonogenicidade e da migragdo
celular. Em modelos 3D de adenocarcinoma ductal pancreatico, a Terapia Fotodindmica
com luz vermelha (A = 635 nm) revelou maior eficicia do Porf@dppf em comparacdo ao
Porf@dppb, associada a maior captacao celular, geracao sustentada de espécies reativas
de oxignio e indu¢do de morte celular imunogénica, evidenciada pela exposicdo de
calreticulina. Em conjunto, os resultados indicam que as metaloporfirinas de paladio(II)
sao fotossensibilizadores promissores para aplicagdes fotodinamicas em diferentes tipos
de cancer.

Palavras-chave: Fotossensibilizador, Metaloporfirinas, Terapia Fotodindmica, Cancer

de pele, Cancer de pancreas.
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Abstract

Cancer remains one of the leading causes of mortality worldwide, exhibiting high
therapeutic resistance and metastatic potential, which reinforces the need for alternative
and selective approaches such as Photodynamic Therapy. In this work, the photodynamic
potential of four meso-tetra(4-pyridyl) porphyrins complexed with palladium(Il) and
diphosphine ligands (Porf@dppe, Porf@dppp, Porf@dppb, and Porf@dppf) was
evaluated, including photophysical characterization, biomolecular interactions, and
application in different experimental cancer models, such as human melanoma (A375),
murine melanoma (B16F10), and three-dimensional (3D) models of pancreatic ductal
adenocarcinoma, as well as non-tumoral keratinocytes (Hacat). Photophysical
characterization revealed high triplet-state formation and singlet oxygen generation yields
for the Porf@dppe, Porf@dppp, and Porf@dppb complexes (O~ 0.72-0.93; Pa= 0.62—
0.67), whereas Porf@dppf exhibited lower values, attributed to the presence of the
ferrocene unit. Studies with bovine serum albumin indicated moderate binding constants,
suggesting efficient plasma transport.

In two-dimensional melanoma models, the compounds exhibited low dark cytotoxicity
and high phototoxicity under blue light (A = 415 nm), with ICso values in the nanomolar
range after irradiation. Porf@dppb stood out for its higher photodynamic selectivity,
whereas Porf@dppf showed greater overall cytotoxicity, associated with sustained
reactive oxygen species generation. Biological assays demonstrated morphological
alterations, increased reactive oxygen species levels, and reduced clonogenicity and cell
migration. In 3D pancreatic ductal adenocarcinoma models, photodynamic therapy under
red light (A = 635 nm) revealed higher efficacy of Porf@dppf compared to Porf@dppb,
associated with enhanced cellular uptake, sustained reactive oxygen species generation,
and induction of immunogenic cell death, as evidenced by calreticulin exposure. Taken
together, these results indicate that palladium(II) metalloporphyrins are promising
photosensitizers for photodynamic applications in different types of cancer.

Keywords: Photosensitizer, Metalloporphyrins, Photodynamic Therapy, Skin Cancer,

Pancreatic Cancer.
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Capitulo 1

Introducdo

O cancer ¢ uma doenga com uma longa historia, € o primeiro relato remonta ao
manuscrito do médico egipcio Imhotep, datado de 2500 a.C., conforme mencionado pelo
oncologista indo-americano Siddhartha Mukherjee em seu livro "O Imperador de Todos
os Males: Uma Biografia do Cancer". Nesse antigo documento, Imhotep descreveu o
cancer como uma "massa saliente no peito, fria, dura, densa como uma fruta e espalhando-
se debaixo da pele" [1].

A defini¢do contemporanea do cancer, frequentemente simplificada como uma
doenca que abrange mais de 100 tipos diferentes de malignidades e caracterizada pelo
crescimento desordenado das células, € titil em sua generalidade, mas nao captura toda a
complexidade dos mecanismos bioldgicos e moleculares que sustentam a carcinogénese
[2].

Os marcos do cancer (hallmarks of cancer), inicialmente propostos por Hanahan
e Weinberg em 2000 [3], representaram um avanco conceitual na compreensdao da
carcinogénese, ao organizar as principais capacidades bioldgicas adquiridas pelas células
tumorais. Esse modelo descreve como células normais evoluem progressivamente para
um fendtipo maligno por meio da aquisi¢ao de caracteristicas funcionais que sustentam o
crescimento tumoral, a sobrevivéncia e a disseminacdo metastatica. Desde entdo, com
base em evidéncias experimentais e observacdes clinicas acumuladas ao longo das
ultimas décadas, esse arcabougo conceitual foi ampliado e refinado, incorporando novos
mecanismos que refletem a complexidade dindmica do cancer, conforme ilustrado na
Figura 1 [3-5].

Entre essas capacidades fundamentais destacam-se a manuten¢ao de sinais
proliferativos continuos, a evasdo de supressores de crescimento, a resisténcia a morte
celular programada e a aquisicdo de imortalidade replicativa [3—5]. Paralelamente, as
células tumorais desenvolvem a habilidade de induzir ou explorar a angiogénese,
reprogramar o metabolismo celular e ativar processos de invasao e metéstase, permitindo

sua expansao para tecidos distantes [3—5]. Mais recentemente, aspectos adicionais
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passaram a ser reconhecidos como componentes centrais da progressao tumoral,
incluindo a instabilidade gendmica, a reprogramacdo epigenética ndo mutacional, a
inflamacao promotora de tumor, a influéncia de microbiomas polimoérficos e a capacidade
de escapar da vigilancia do sistema imune [3-5].

Adicionalmente, conceitos emergentes, como a plasticidade fenotipica e a
presenga de células senescentes no microambiente tumoral, reforcam a nocao de que o
cancer ndo ¢ apenas uma doenga genética, mas um sistema adaptativo complexo,
fortemente influenciado por interagdes celulares, ambientais e imunologicas [3—5]. Esse
conjunto de caracteristicas explica, em grande parte, a elevada heterogeneidade tumoral,

a resisténcia a terapias convencionais e a recorréncia da doenga, tornando o cancer um

desafio terapéutico persistente ao longo da historia da medicina [3-5].

Manter o sinal
proliferativo

Escapar de supressores

. de crescimento
Liberar a

plasticidade
fenotipica

Reprogramacio epigenética
nao mutacional

Desregular o
metabolismo
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Figura 1: Marcos do Cdancer — novas adi¢oes. Adaptado de Hanahan 2022 [5].

Apesar dos consideraveis avangos na compreensao da biologia do cancer, essa
doenca continua sendo uma das principais causas de morte em todo o mundo. As opgdes
de tratamento convencionais incluem quimioterapia, excisdo cirdrgica, radioterapia e
imunoterapia, cada uma apresentando beneficios, mas também limitagdes importantes
[6].
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No caso do cancer de pele do tipo melanoma, por exemplo, a quimioterapia
tradicional tem sido amplamente empregada; entretanto, sua eficacia ¢ restrita pela baixa
especificidade tumoral, resultando em efeitos colaterais significativos e respostas
terap€uticas insatisfatorias [7,8]. A excisdo cirirgica ¢ frequentemente utilizada como
primeira linha de tratamento para melanomas primarios e pode ser curativa em estagios
iniciais [7,8]. No entanto, sua efetividade diminui drasticamente em casos metastaticos.
J4 a radioterapia, embora util no controle local do tumor, acarreta danos aos tecidos
saudaveis circundantes e ndo oferece solu¢do definitiva para melanomas disseminados
[7,8].

De maneira semelhante, o cancer de pancreas, em especial o adenocarcinoma
ductal pancreatico (PDAC, do inglés Pancreatic ductal adenocarcinoma), representa um
dos maiores desafios oncologicos da atualidade [9]. Trata-se de uma neoplasia
extremamente agressiva e refrataria aos tratamentos convencionais. Até o momento, nao
existe uma terapia realmente eficaz estabelecida para esta doenga. A cirurgia, quando
viavel, permanece como a principal op¢ao curativa; contudo, apenas uma pequena fracao
dos pacientes ¢ diagnosticada em estagio ressecavel [9].

A quimioterapia convencional para o cancer pancreatico baseia-se principalmente
no uso de gemcitabina, um farmaco que atua impedindo a multiplicacdo das células
tumorais ao bloquear a formacao do DNA, processo essencial para a divisdo celular. Em
casos mais avangados, sdo empregados esquemas combinados mais intensivos, como o
FOLFIRINOX, que associa 5-fluorouracil, leucovorina, irinotecano e oxaliplatina [9].

O 5-fluorouracil (5-FU) interfere na produ¢do do DNA das células cancerigenas,
dificultando sua divisdo e crescimento [10]. A leucovorina ndo possui acdo anticancer
direta, mas ¢ utilizada para potencializar e prolongar o efeito do 5-FU [10]. O irinotecano
bloqueia uma enzima necessaria para o correto desenrolamento do DNA durante a divisao
celular, levando a erros na replicacdo e a morte das células tumorais [9].

Jé& a oxaliplatina, um composto a base de platina, liga-se ao DNA e provoca lesdes
quimicas que impedem sua leitura adequada, comprometendo a sobrevivéncia celular
[11]. Embora essa combinagdo terapéutica aumente a eficacia do tratamento ao atacar o
tumor por diferentes vias simultaneamente, ela também afeta células saudaveis, sendo
frequentemente associada a elevada toxicidade sistémica, o que limita as doses
administraveis e impacta significativamente a qualidade de vida dos pacientes [9].

A radioterapia pode ser utilizada como adjuvante ou paliativa, porém sua eficacia

¢ limitada [12]. Mais recentemente, abordagens de imunoterapia, incluindo inibidores de
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checkpoint imunolédgico tem sido usada [13,14]. Os checkpoints imunoldgicos consistem
em mecanismos regulatorios essenciais para o controle da resposta imune e prevenindo
processos autoimunes [13,14]. Em condic¢des fisioldgicas, esses sistemas asseguram que
a resposta imune seja direcionada contra agentes patogénicos ou células anormais, sem
causar danos aos tecidos saudaveis. No entanto, células tumorais exploram esses mesmos
mecanismos ao expressar ligantes inibitorios que suprimem a atividade do sistema imune,
promovendo evasdo da vigilancia imunologica [13,14].

Nesse contexto, os inibidores de checkpoint imunologico surgem como uma
estratégia terapéutica promissora, ao bloquearem essas vias regulatorias e restaurarem a
resposta imune antitumoral [13,14].. Apesar disso, no adenocarcinoma ductal pancreético
(PDAC), a eficacia dessa abordagem ¢ limitada pelo microambiente tumoral altamente
desmoplasico, caracterizado por uma matriz extracelular densa e imunossupressora, que
restringe a penetracao de farmacos e a ativacgao efetiva da resposta imune [13,14].

No entanto, o microambiente tumoral altamente desmopldsico do PDAC,
caracterizado por uma matriz extracelular densa, rica em componentes fibroticos e
fibroblastos associados ao cancer, atua como uma barreira fisica e imunoldgica,
restringindo a penetracdo de farmacos e a ativagdo efetiva da resposta imune [13,14].

Nesse cenario, a Terapia Fotodindmica (PDT, do inglés Photodynamic Therapy)
emerge como uma estratégia promissora na oncologia, representando uma abordagem
inovadora para o tratamento de diversas neoplasias. A PDT baseia-se na ativagao de um
fotossensibilizador por luz, levando a geracdo de espécies reativas de oxigénio, os quais
desencadeiam respostas bioldgicas e bioquimicas responsaveis pelo efeito terapéutico que
ird culminar na morte celular do alvo biolégico [15,16].

Estudos recentes destacam que a PDT ¢ eficaz em casos de cancer de pulmao,
cabeca e pescoco, cancer de pele ndo melanoma, cancer de prostata e cancer de mama
[17]. Em particular, no cancer de pulmao, o uso de fotossensibilizadores (do inglés,
photosensitizers -FSs) como porfimero de sédio e clorina e6 tem mostrado resultados
promissores tanto em estudos pré-clinicos quanto em ensaios clinicos [17]. A PDT
também tem sido eficaz como tratamento adjuvante em canceres de cabeca e pescoco, €
em estagios iniciais de cancer de laringe e recidivas de carcinoma [17].

Além da oncologia, a PDT possui aplicagdes ndo oncologicas em diferentes areas
médicas, como dermatologia (acne, psoriase, fotoenvelhecimento, alopecia),
oftalmologia, cardiologia (aterosclerose, varizes esofagicas), odontologia, neurologia

(Alzheimer), reumatologia (artrite reumatoide) e gastroenterologia [18]. Uma extensao
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da PDT ¢ a inativagdo fotodinamica de microrganismos (PDI, do inglés Photodynamic
Inactivation), para eliminar virus, bactérias, fungos e leveduras. A PDI é considerada uma
alternativa promissora aos antibidticos e antivirais, ja que nao induz resisténcia [18].

Apesar de ser uma estratégia terapéutica promissora para o tratamento de tumores,
¢ importante destacar que a PDT, tal como qualquer outra abordagem, sozinha pode nao
ser capaz de resolver o problema do cancer. No entanto, a PDT pode também ser
empregada como tratamento adjuvante em alguns tipos de cancer. Quando utilizada em
conjunto com outros tratamentos, a PDT pode reduzir o risco de recorréncia e eliminar
células cancerigenas remanescentes, melhorando assim os resultados a longo prazo dos
pacientes [19].

A PDT como abordagem anticancer foi aprovada em 1995 pela Food and Drug
Administration (FDA) [20]. No ano de 2023, no Brasil, ela recebeu aprovagdao do Comité
de Avalia¢io de Tecnologias em Satde (Conitec) para ser incorporada ao Sistema Unico
de Satude (SUS) pelo Ministério da Saude [21]. Essa incorporacdo oferece uma nova
opcao de tratamento para pacientes com cancer de pele do tipo basocelular superficial e
nodular, o tipo mais comum no pais. Destaca-se que essa ¢ a primeira vez que uma
tecnologia ¢ incorporada no SUS a partir de uma iniciativa de uma universidade publica,
neste caso, a Universidade de Sao Paulo (USP), representando um notavel caso de sucesso
na inovagao tecnoldgica nacional.

A escolha do fotossensibilizador (FS) € essencial para o sucesso da PDT. Entre os
diversos agentes fotossensibilizadores estudados para PDT, as porfirinas e seus derivados
tém se destacado devido as suas propriedades fotoquimicas e fotofisicas favoraveis. Esses
macrociclos aromaticos exibem forte absor¢do na regido do visivel, geracdo eficiente de
espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singlete, e afinidade preferencial por
tecidos tumorais. A versatilidade estrutural das porfirinas permite modificagdes quimicas
que potencializam sua solubilidade, seletividade e eficiéncia fotodindmica, tornando-as

candidatas promissoras para aplicacdo clinica em diferentes tipos de cancer [22].

Complexos metalicos de porfirina, especialmente aqueles contendo ions metélicos
com propriedades cataliticas ou habilidades especificas de coordenagao, tém sido foco de
intensa pesquisa [23,24]. Nesse contexto, porfirinas complexadas com palddio (Pd**) e
grupos periféricos contendo ligantes fosfinicos tém despertado interesse crescente na
PDT. A introducao do ion Pd(II) na estrutura porfirinica induz altera¢des nas propriedades

eletronicas e fotofisicas do composto [25-27]. Além disso, o palddio apresenta
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semelhanga quimica com a platina, amplamente conhecida por sua atividade antitumoral
em compostos como a cisplatina [28,29]. Essa analogia contribui para a possivel agdo
citotoxica independente de irradiagdo, possibilitando uma combinagdo com agdo

fotodinamica.

Adicionalmente, o paladio exibe propriedades eletrocataliticas relevantes, capazes
de converter peroxido de hidrogénio, um metabolito abundantemente produzido no
microambiente tumoral, em agua e oxigénio [30]. Essa conversdo contribui diretamente
para a mitigagdo da hipdxia tumoral, condicao que frequentemente limita a eficacia da
PDT. A presencga de ligantes fosfinicos nos grupos periféricos da porfirina pode melhorar
a solubilidade em meio aquoso e promover um perfil de direcionamento molecular mais

favoravel [27].

Ha alguns anos, nosso grupo de pesquisa sintetizou uma série de
fotossensibilizadores a base de metaloporfirinas — porfirinas meso-tetrapiridil
coordenadas com paladio(Il)/difenilfosfinas — que demonstraram atividade anticancer
intrinseca na auséncia de luz [27], bem como propriedades de inativacdo fotodindmica
contra cepas bacterianas multirresistentes isoladas de casos de mastite bovina [31]. No
presente estudo, avaliamos o potencial fotodindmico desses compostos, em modelos
bidimensionais (2D) de cancer de pela (melanoma) e tridimensionais (3D) (homogéneos
e heterogéneos) de cancer pancreatico. Em conjunto, os resultados destacam a
versatilidade terapéutica dessas metaloporfirinas e reforcam seu potencial como
candidatas ao desenvolvimento de estratégias inovadoras de tratamento direcionadas ao

cancer.
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Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar o potencial fotodindmico de complexos de paladdio(Il) coordenados a

meso-tetra(4-piridil)porfirina (TPyP) em modelos tumorais in vitro.
Objetivos Especificos

v' Estudar as propriedades fotofisicas dos complexos de paladio(Il) coordenados a
TPyP, com énfase no rendimento do estado tripleto e oxigénio singlete.

v Determinar a viabilidade celular das linhagens de melanoma (A375 e B16-F10) e
pele normal (Hacat) em modelo 2D frente aos compostos precursores € complexos
porfirinicos. na auséncia de luz com e apds o tratamento com PDT com o0s
complexos porfirinicos;

v Avaliar as células de A375 tratadas com os compostos quanto a morfologia
celular, capacidade de migragdo, sobrevivéncia clonogénica e produciao de ROS,
na auséncia e presenga de luz;

v Investigar a interacdo dos compostos com a proteina albumina de soro bovino, a
fim de compreender seus mecanismos de transporte e biodisponibilidade;

v" Determinar a viabilidade celular das linhagens de cancer de pancreas em modelos
3D homogéneos e heterogéneos tratados com os complexos na auséncia e
presenca de luz;

v Analisar nas cé¢lulas de cancer de pancreas a produgao de ROS, danos a organelas
subcelulares, capacidade de internalizagdo celular e exposi¢do de calreticulina,

marcador associado @ morte celular imunogénica apds tratamento com PDT.
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Capitulo 2

Fundamentos Teoricos
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2.1  Uma breve historia da PDT

As civilizagOes antigas foram as primeiras a descobrir que a luz era um dos trés
componentes essenciais para fototerapia. No Egito Antigo, por volta de 3000 a.C., a luz
solar era utilizada para tratar doencgas de pele como o vitiligo. Durante séculos, acreditava-
se que a luz solar por si so era o unico agente terapéutico, mas no final do século XIX,
essa visdo comecou a mudar com a descoberta de outro componente importante: o
fotossensibilizador [32,33]

Entre 1897 e 1898, o estudante Oscar Raab, enquanto trabalhava no laboratorio
do Professor Hermann von Tappeiner, observou que o corante acridina era muito mais
toxico para paramécios quando exposto a luz, em comparagdo com sua toxicidade em
condi¢des normais. A partir dessa observacao, surgiu a ideia de que um corante, ao ser
ativado pela luz, poderia funcionar como um fotossensibilizador, um agente fundamental
paraa PDT [32,33].

No entanto, a descoberta de uma substancia que desempenharia um papel crucial
na PDT ocorreu em 1841, quando Scherer produziu pela primeira vez a hematoporfirina
(HP), ao separar o ferro do sangue seco usando acido sulftirico. Em 1867, Thudichum
observou pela primeira vez a fluorescéncia desse composto, e em 1871, Hoppe-Seyler
deu-lhe o nome de HP. No inicio do século XX, entre 1908 e 1913, comecaram os estudos
sobre as propriedades fotodinamicas da HP, que foram testadas em paramécios,
eritrocitos, camundongos e até em humanos, ap6s exposicao a luz solar [32,33]

O conceito de "A¢ao Fotodinamica" foi formalizado pelo Professor Hermann von
Tappeiner em 1904, para descrever os efeitos terapéuticos da combinagdo de luz com
substancias quimicas. Entre 1903 e 1905, von Tappeiner e sua equipe investigaram a
eficacia da PDT no tratamento de tumores e doencas de pele, como o lupus cutaneo,
utilizando corantes como eosina e fluoresceina. Durante esses estudos, eles fizeram uma
descoberta fundamental: além da luz e do fotossensibilizador, o oxigénio também era
necessario para que a PDT ocorresse. Essa revelagdo completou o trio de componentes
essenciais para o sucesso da terapia [32,33]

Em 1942, Auler e Banzer demonstraram que a HP se acumulava seletivamente em
tumores. Eles injetaram HP em ratos com tumores e, ao exp0o-los a luz, observaram efeitos
terapéuticos significativos. Na década de 1960, Schwartz aprimorou a HP, separando-a

em derivados chamados derivados da hematoporfirina (hematoporphyrin derivatives —
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HpD), que se mostraram ainda mais eficazes e seletivos para a destrui¢do tumoral
[32,33].

A era moderna da Terapia Fotodinamica teve inicio na década de 1970, com o
trabalho inovador de Thomas Dougherty e seus colaboradores no Roswell Park Memorial
Cancer Institute, em Buffalo. Dougherty foi responsavel por purificar os HpD,
removendo os mondmeros € aumentando a eficacia da PDT. Além disso, ele introduziu o
uso de lasers em vez de lampadas de arco, permitindo um controle mais preciso da luz e
o uso de fibras oOpticas flexiveis, o que facilitou o tratamento de areas de dificil acesso e
tornou o procedimento menos invasivo. Em 1978, Dougherty utilizou com sucesso o HpD
para tratar canceres cutaneos e subcutaneos. A partir desse momento, a PDT comegou a
ser amplamente aplicada no tratamento de diversos tipos de cancer, além de doengas
dermatologicas e oftalmologicas [32,33].

A partir do sucesso inicial com HpD/Photofrin, a PDT consolidou-se clinicamente
nas décadas de 1980-1990, com avangos decisivos em padroniza¢do de protocolos,
dosimetria e dispositivos de entrega de luz [34]. Nos anos 2000, ocorreu uma transi¢cao
relevante do uso predominante de FS de “primeira geracao” para FS mais seletivos e
protocolos mais adaptados ao tecido-alvo. Em dermatologia, a introdugao e consolidagao
da PDT baseada em precursores de porfirina, especialmente o 4dcido 5-aminolevulinico
(ALA) e seus derivados, ampliou o uso para lesdes superficiais com excelente resultado
cosmético [34].

Em paralelo, a PDT expandiu-se também para a oftalmologia, com a aprovagao
do verteporfina (Visudyne) pelo FDA em 12 de abril de 2000 para degenera¢ao macular
relacionada a idade em casos selecionados [35]. Ainda nesse periodo,
fotossensibilizadores de “segunda geracdao” com melhor absor¢ao no vermelho, maior
eficiéncia fotodinamica e perfis farmacocinéticos mais favoraveis ganharam espago; por
exemplo, o temoporfin (Foscan) recebeu autorizacdo europeia em 24 de outubro de 2001
para tratamento paliativo de carcinoma espinocelular avancado de cabeca e pescoco.

De 2010 em diante, as evolugdes mais impactantes passaram a incluir: (i) novos
F'S e estratégias de direcionamento, (ii) plataformas nanoestruturadas, (iii) otimizagao de
fontes de luz e (iv) combinag¢des racionais com terapias consagradas [36]. Revisdes
recentes apontam que a nanotecnologia tem permitido aumentar a seletividade tumoral,
melhorar solubilidade/estabilidade do FS e reduzir fototoxicidade sistémica, acelerando

a translacao de formulagdes “nanoassistidas” e FS de “terceira geragao™ [36].
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Em paralelo, a ltima década consolidou a PDT como uma estratégia com elevado
potencial adjuvante no tratamento do cancer, principalmente por sua capacidade de
induzir dano tumoral localizado e de modular o microambiente tumoral. Nesse contexto,
tem ganhado destaque sua associagdo com a imunoterapia, em especial com bloqueadores
de checkpoint imunologico, como os anticorpos anti—proteina 1 de morte celular
programada (Programmed Cell Death Protein 1, PD-1), anti—ligante 1 da morte celular
programada (Programmed Death-Ligand 1, PD-LI) e anti—antigeno 4 associado ao
linfécito T citotoxico (Cytotoxic T-Lymphocyte—Associated Protein 4, CTLA-4) [37].

As células cancerigenas exploram essas vias principalmente por meio da
superexpressao de PD-L1 em sua superficie, o qual se liga ao receptor PD-1 expresso nos
linfocitos T, desencadeando sinais inibitorios que suprimem a proliferacao celular, a
producdo de citocinas pré-inflamatérias e a atividade citotoxica desses linfocitos. De
forma complementar, a ativagao da via CTLA-4 reduz a coestimulagdo necessaria para a
ativacao plena das células T [37].

O bloqueio terapéutico desses checkpoints impede essa sinalizacdo inibitoria,
restaurando a fun¢do efetora dos linfocitos T e a vigilancia imunoldgica antitumoral.
Quando combinada a PDT, essa estratégia evita que a resposta imune induzida pela morte
celular imunogénica, associada a liberacdo de sinais de perigo e ao aumento da
apresentacdo antigénica, seja neutralizada por mecanismos de evasdo tumoral,
favorecendo a infiltragao e ativacao de linfocitos T no tecido tumoral [37].

Adicionalmente, combinag¢des com radioterapia (RT) tém sido exploradas para
contornar limitagdes de penetracdo de luz e potencializar respostas em tumores mais
profundos, com evidéncias clinicas/traslacionais do eixo RT+PDT [38]. Por fim,
estratégias integrando a PDT a cirurgia (ex.: controle de margens e redu¢ao de recorréncia
local) e a quimioterapia/terapias alvo, frequentemente mediadas por sistemas de entrega
e protocolos de combinagdo, compdem o panorama moderno da PDT como terapia

localizada e modular, com impacto crescente [39].

2.2 Principios fundamentais da Terapia Fotodinamica

A PDT baseia-se na combinag¢do da luz, um composto fotossensibilizador e
oxigénio molecular. O procedimento comeca com a administragdo do fotossensibilizador,

uma substancia sensivel a luz. Em seguida, a area a ser tratada ¢ exposta a uma luz de
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comprimento de onda especifico que seja absorvido pelo fotossensibilizador identificado

meio do seu espectro de absor¢cao UV-Vis[15,16].
2.2.1 Processos fotofisicos e fotoquimicos

Inicialmente, a molécula fotossensibilizadora possui elétrons emparelhados,
caracterizando um spin total de S = 0 e uma multiplicidade de spin (M) igual a 1,

conhecida como estado singleto (Equacao 1) [15,16].
M=25+1 Eq.1

Onde:

S ¢ a soma vetorial dos spins dos elétrons presentes na molécula. Os elétrons tém um

o 1 1 . «
spin intrinseco, que pode ser + >-ou-—- Quando os elétrons estdo emparelhados, um

: 1 1 .
tem spin +- ¢ o outro —-, resultando em um spin total de zero (S=0), resultando em

multiplicidade igual a 1.

De acordo com o modelo de niveis de energia proposto pelo fisico polonés
Aleksander Jabtonski (1933), ilustrado na figura 2, apos a absor¢do de um féton, um
elétron sofre transicdo do estado fundamental (So) para um estado de maior energia. A
transicdo do elétron para um estado singleto excitado Sx (com x=1,2, 3, ..., em ordem
crescente de energia) depende da quantidade de energia absorvida do féton incidente.
Além disso, cada estado eletronico ¢ subdividido em niveis vibracionais de energia

crescente, que sao indicados por linhas mais finas [15,16].
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Figura 2: Diagrama de Jablonski representando os processos de absor¢do de energia,
relaxagdo vibracional, fluorescéncia, fosforescéncia e conversdo intersistémica entre os
estados excitados singlete e triplete de uma molécula. Na esquerda da figura, temos a
representacdo espectros de absor¢do (linha azul), fluorescéncia (linha vermelha) e
fosforescéncia (linha roxa). Adaptado de Abdel (2014) [17].

Os estados excitados sdao energeticamente menos estaveis que o estado
fundamental, portanto, os elétrons tendem a perder o excesso de energia e retornar para
os estados de menor energia apds um breve intervalo de tempo por diversos mecanismos,

conforme representado na tabela 1:

1. Emum estado eletronico qualquer, singleto ou tripleto (S; ou T)), o elétron em um
nivel vibracional de maior energia relaxa para o estado vibracional de menor
energia, convertendo a energia absorvida em forma de calor. Esse processo ¢
chamado de relaxagdo vibracional (RV).

ii.  Quando a transi¢do ocorre entre diferentes niveis eletronicos de mesmo spin (S;
— Si.; ou T; > Tj;), sem a emissdo de radiacdo, ela ¢ denominada conversao

interna (CI), onde a energia também ¢ convertida em calor.
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iii.  Por outro lado, o elétron em um estado excitado pode relaxar para um estado de
menor energia (S1 — So), emitindo fotons, processo denominado de fluorescéncia.
De acordo com a Regra de Kasha, a fluorescéncia sempre comeca do nivel
vibracional mais baixo de S;, com apenas algumas raras excegdes.
Consequentemente, forma geral do espectro de emissdo nao depende do

comprimento de onda da luz usada para a excitagao.

iv.  Outro processo fotofisico que pode ocorrer € o cruzamento intersistemas (CIS).
No CIS, um elétron em um estado singleto excitado realiza uma transi¢ao nao
radiativa para um estado tripleto. O CIS envolve uma mudanga na multiplicidade
de spin, o que significa que o spin do elétron deve inverter para que ele passe de
um estado singleto (onde os spins dos elétrons sdo antiparalelos) para um estado
tripleto (onde dois elétrons tém spins paralelos). A maioria dos

fotossensibilizadores tem alta eficiéncia quantica para essa transi¢ao.

v.  Apds o cruzamento intersistema (Sx — Tx) o elétron também pode relaxar para o
estado fundamental por meio de um novo processo de CIS seguido pela rapida
relaxagdo vibracional ou ainda por meio da emissdo de luz, denominada de
fosforescéncia. Vale mencionar que em uma solucdo a temperatura ambiente a

fosforescéncia ¢ desprezivel.

Tabela 1: Reagdes fotofisicas e seus respectivos tempos caracteristicos. Adaptado de

Plaetzer et al, (2009).

Processo Reacao Tempo (s)
Absorcio ho + So —S1, Sa, ..., Sx ~105-1012
Conversio interna Sx, ..., S2 — Sp + calor ~1018-10710
Conversio interna S1 —So + calor ~ 10713
Fluorescéncia S1 — So + hvFiuer ~1011-1078
Cruzamento intersistema S1 — T + calor ~107
Cruzamento intersistema Ti — So+ calor ~102%-10?
Fosforescéncia T1 — So + hUFosfor > 107
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As moléculas no estado tripleto, devido a seu maior tempo de vida, ver tabela 1, tém
a capacidade de desencadear alteragdes quimicas em moléculas vizinhas por meio de duas
vias principais, conhecidas como reagdes fotodindmicas do tipo I e tipo II.

Na reacgdo fotodindmica do tipo I, o fotossensibilizador no estado excitado interage
com substratos biologicos por meio de reacdes de transferéncia de elétrons ou de
hidrogénio, levando a formagao de espécies de radicais, como anions ou cations radicais.
Esses intermedidrios reativos podem reagir subsequentemente com o oxigénio molecular,
resultando na geragao de diferentes espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés,
Reactive Oxygen Species), incluindo anion superoxido (O2z¢"), peroxido de hidrogénio
(H202) e radical hidroxila (*OH). O anion superdxido pode sofrer reagdes, formando
peroxido de hidrogénio, o qual, devido a sua elevada capacidade de difusdo através de
membranas bioldgicas, pode atuar como precursor da formacao de radicais hidroxila
altamente reativos, responsaveis por danos extensivos a biomoléculas, como lipidios,
proteinas e DNA [15,16].

Na reagdo fotodinamica tipo II, ocorre a transferéncia de energia para o oxigénio
molecular, excitando-o do estado tripleto para o estado singleto. No estado fundamental,
o oxigénio molecular possui dois elétrons desemparelhados, ou seja, elétrons que estdo
em orbitais separados e tém spins paralelos (ambos com o mesmo sentido). Esses orbitais
tém a mesma energia (sdo orbitais degenerados), resultando em uma multiplicidade de
spin tripleto. Por outro lado, o oxigénio singleto possui uma energia de aproximadamente
94,5 kJ/mol acima do estado fundamental, o que corresponde a um comprimento de onda
de cerca de 1270 nm. O oxigénio singleto ¢ altamente reativo devido a sua configuragdo
eletronica e pode reagir rapidamente com biomoléculas, como lipideos, proteinas e acidos
nucleicos, causando danos celulares [15,16].

O oxigénio singleto tem um tempo de vida curta (< 0,04 us) e um raio de difusao
restrito (cerca de 0,02 pm). Como resultado, o dano tecidual ¢ extremamente localizado
nas vizinhangas das células-alvo, com minimo impacto no tecido circundante. Outro
ponto positivo dessa reacdo ¢ a capacidade do oxigé€nio singleto de interagir de forma
inespecifica com qualquer macromolécula dentro de uma célula, o que dificulta o
desenvolvimento de resisténcia as fotossensibilizacdes. Consequentemente, nao ha risco
de toxicidade cumulativa nos tecidos, permitindo que a PDT possa ser readministrada
varias vezes [15,16].

Estas reagdes tipo I e tipo Il acontecem de forma simultanea, sendo a proporg¢ao entre

elas influenciada por diversos parametros, com o tipo de fotossensibilizador empregado
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e a concentragao de oxigénio desempenhando papéis cruciais. Em muitos casos,
especialmente com os fotossensibilizadores mais comuns utilizados na PDT, a reagao tipo

II predomina na maioria das situagdes [15,16,32].

2.3 Fotossensibilizadores em PDT

Os fotossensibilizadores desempenham um papel fundamental PDT, sendo
projetados para atender a algumas caracteristicas essenciais no uso clinico. Entre as
propriedades desejaveis estdo a baixa toxicidade no escuro, a seletividade para células
tumorais, a rapida eliminagdo do organismo e uma alta eficiéncia na geragdo de ROS apos
a ativagdo pela luz [17,40]. Para o tratamento de tumores mais profundos, a eficacia de
um fotossensibilizador também depende de sua capacidade de absorver luz em
comprimentos de onda dentro da janela terapéutica (=~ 600-800 nm), o que permite maior
penetragdo da luz nos tecidos bioldgicos.

Embora a PDT nao seja aplicavel a todos os tipos de cancer, o desenvolvimento
de uma ampla variedade de fotossensibilizadores permite a adaptacao dessa abordagem a
diferentes contextos tumorais, possibilitando a selecdo do fotossensibilizador mais
adequado de acordo com o tipo de tumor, sua localizagdo e as caracteristicas do tecido
alvo.

As principais classes estruturais de FSs incluem porfirinas, clorinas,

bacterioclorinas e ftalocianinas ilustrados na figura 3 [17,40].
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Figura 3: Estrutura basica dos FSs: Porfirina, bacterioclorina, clorina e

ftalocianina.Adaptado de Baskaran, R., Lee, J., & Yang, S. G. (2018)[40].

Ao longo dos anos, os F'Ss evoluiram em diferentes geracdes, com cada nova fase
trazendo melhorias em termos de seletividade, eficiéncia fotodindmica e seguranga no

tratamento [17,32,40]

Primeira Geragdo

Os FSs de primeira geragdo foram os primeiros a serem utilizados clinicamente
na PDT. O principal exemplo ¢ o Photofrin (Porfimero sédico), aprovado em 1995 para
o tratamento de canceres obstrutivos, como no esdfago, pulmao e bexiga [17,40]. Apesar
de representar um grande avango no tratamento de canceres, o Photofrin apresenta
algumas limitagdes:

e Acumulo em tecidos normais, resultando em toxicidade fotossensivel prolongada.
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e Absor¢cdo em comprimentos de onda fora da janela terapéutica, o que limita a

penetragdo da luz em tecidos mais profundos.

Segunda Geragdo

Os F'Ss de segunda geracao foram desenvolvidos para resolver as limitagdes de
seletividade e fototoxicidade da primeira geracdo. Estes fotossensibilizadores sdo mais
puros, absorvem luz em comprimentos de onda dentro da janela terapéutica e sdo
eliminados mais rapidamente do corpo, reduzindo o risco de fotossensibilidade

prolongada. Entre os FSs de segunda geracao, destacam-se [17,40]:

v Foscan (Temoporfin): Usado no tratamento de cancer de cabega e pescogo, cancer
de mama e cancer de pancreas. Foscan ¢ clinicamente aprovado e demonstrou
resultados promissores em ensaios clinicos, especialmente em pacientes com
cancer de prostata.

v Lutex (Motexafin lutécio): Utilizado para cancer de prostata e pulmao, atualmente

em ensaios clinicos.

v Tookad (Bacteriofeoforbida de paladio): Utilizado em ensaios clinicos de fase II
e III para cancer de prostata. Tookad tem rapida eliminacao do organismo ¢ alta

seletividade para os vasos sanguineos tumorais.

v Visudyne (Verteporfina): Usado amplamente no tratamento de doengas oculares,
como a degeneragdo macular relacionada a idade, além de ser eficaz em
tratamentos de cancer pancreatico.

v Purlytin (Estanho etil etiopurpurina): Atualmente em ensaios clinicos de fase

II/11I, mostrou eficacia no tratamento de cancer de mama e sarcoma.

Terceira Geragdo

Os FSs de terceira geragdo estdo em desenvolvimento e buscam superar ainda
mais as limitagdes das geragdes anteriores, como a baixa solubilidade em agua e a falta
de seletividade tumoral. Esses fotossensibilizadores estdo sendo projetados para serem
conjugados a anticorpos, lipossomas ou nanoparticulas, o que permite um direcionamento
mais preciso as células tumorais, melhorando a eficécia do tratamento e minimizando os

efeitos colaterais [17,40].
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2.3.1 Porfirinas e o efeito do Atomo Pesado

As porfirinas constituem uma classe de macrociclos aromaticos caracterizados por
quatro unidades pirrdlicas, formando uma estrutura plana conhecida como anel
porfirinico. Na estrutura basica da porfina, os carbonos do macrociclo sdo numerados de
1 a 20, enquanto os quatro nitrogénios internos ocupam as posi¢des 21-24 (Figura 4a).
Os nitrogénios nas posi¢des 21 e 23 estdo protonados e se projetam para o interior do
anel. Além disso, diversos substituintes podem ser introduzidos nas posi¢des 3 e meso
(Figura 4b), embora esses grupos estejam ausentes na estrutura mais simples da porfina
[41]

Na natureza, as porfirinas aparecem em sistemas biologicos fundamentais: nas
clorofilas, sdo responsaveis tanto pela captura de energia luminosa quanto pela
participacdo direta nas reagdes fotoquimicas primarias da fotossintese, atuando como
antenas moleculares e centros de separacdo de carga; ja nos grupos hemes, presentes na
hemoglobina, mioglobina e diversas enzimas, desempenham papéis cruciais no transporte
e armazenamento de oxigénio, bem como em processos cataliticos de oxirreducdo. A
relevancia bioldgica dessas moléculas € tamanha que sua presenca pode ser considerada

indispensavel para a manutenc¢ao da vida na Terra [42].

meso

(@) (b)
Figura 4: Nomenclatura das posig¢oes atomicas do macrociclo: designagdo numérica e

designagao do sitio Fonte [41].

Do ponto de vista espectroscopico, as porfirinas apresentam regides

caracteristicas de absor¢ao no espectro eletronico. A mais intensa ¢ a banda de Soret,
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localizada entre 400 e 500 nm (Figura 5), atribuida a transi¢des eletronicas do estado
fundamental (So) para o segundo estado excitado (S:). J4 as bandas Q, menos intensas e
situadas entre 500 e 650 nm (Figura4), resultam de transi¢des do So para o primeiro estado

excitado (Si) [41].
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Figura 5: Espectro de absor¢ao UV-Vis porfirinico, evidenciando a banda intensa de
Soret (B) e as bandas Q [43]

Um aspecto estrutural fundamental das porfirinas ¢ a presenca de quatro 4tomos
de nitrogénio no nucleo do anel, capazes de coordenar diferentes ions metalicos e originar
as chamadas metaloporfirinas (Figura 4). A metalizagdo pode ocorrer de duas maneiras
principais: no centro do anel macrociclico, por coordenagdo direta aos nitrogénios
pirrdlicos, ou em posicdes periféricas, associando-se a grupos funcionais ligados ao
macrociclo [41].

No primeiro caso, em que o metal ocupa o nucleo da porfirina (ex.: Zn?*, Pd*",
Ru?"), h4 alteragdes profundas nas propriedades eletronicas e espectroscopicas. Isso inclui
mudangas no nimero e na intensidade das bandas Q, bem como em parametros fotofisicos
criticos, como o tempo de vida do estado triplete € o rendimento de oxigénio singlete
('02). [41].

Na metalizagdo periférica, por sua vez, o ion metalico coordena-se a grupos
funcionais como ligantes fosfinicos, cadeias alquilas ou halogénios. Essa modificagdo
altera propriedades fundamentais - como solubilidade, lipofilicidade e interacdo com

biomoléculas - influenciando diretamente a biodistribuicdo ¢ a eficiéncia de
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internalizacao celular, o que pode trazer propriedades adicionais anticancerigenas
intrinsecas [41].

A presenca de metais pode reforgar o chamado efeito do atomo pesado,
intensificando o acoplamento spin-orbita. O acoplamento spin-6rbita decorre da interagao
entre 0 movimento orbital dos elétrons e o seu spin intrinseco, sendo mais pronunciado
em metais pesados. Esse fenomeno facilita o cruzamento intersistemas, processo
responsavel pela conversao eficiente do estado singleto excitado (S:) para o estado triplete
(T1), uma importante etapa no ciclo fotofisico que leva a formagao de oxigénio singlete,
um dos principais responsaveis pelo processo fotodinamico [44].

Por exemplo, Khisa et al. (2021) [45] avaliaram as propriedades espectroscopicas
e fotofisicas da porfirina base livie H.TPyP e do complexo metalado InCITPyP. Os
resultados mostraram que a H.TPyP apresenta uma banda de Soret intensa em 431 nm
acompanhada de quatro bandas Q caracteristicas. Apds a inser¢ao do ion indio, o espectro
sofreu modificagdes significativas, com a reducdo do numero de bandas Q observadas e
um leve deslocamento em seus comprimentos de onda. No estudo de fluorescéncia,
também foi evidenciada uma reducao drastica no rendimento quantico: de 0,131 para a
base livre para apenas 0,017 no complexo de indio. Essa diminuicao foi atribuida ao efeito
do atomo pesado, que favorece processos ndo radiativos, como o cruzamento
intersistema, em detrimento da emissdo de fluorescéncia. Embora a fluorescéncia seja
reduzida, esse processo aumenta a populacao do estado triplete e, consequentemente,
favorece a formacao de oxigénio singlete [45].

A introducdo de um centro metalico ndo apenas intensifica o CIS, mas também
pode originar novas configuracdes eletronicas de estado excitado. Além das transi¢des
tradicionais do tipo intra-ligante, surgem estados centrados no metal, em que a excitacao
envolve orbitais d do ion metalico, e diferentes processos de transferéncia de carga. Esses
processos podem ocorrer do metal para o ligante, do ligante para o metal, dentro de um

mesmo ligante ou ainda entre ligantes distintos [46].

2.3.2 Propriedades de Complexos de Paladio e Relevancia Oncologica

O sucesso da cisplatina, um complexo de platina(Il), consolidou o papel dos
metais de transicdo na terapia oncoldgica e abriu caminho para a investigagdo de
compostos alternativos, incluindo complexos de paladio(Il). O paladio pertence ao

mesmo grupo da platina, apresentando semelhancgas estruturais e eletronicas. Entretanto,
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destaca-se pela maior labilidade, o que pode representar tanto uma vantagem quanto um
desafio: enquanto facilita modificacdes estruturais e a formagdo de complexos com
diferentes ligantes, também aumenta a tendéncia a desativagdo em meio bioldgico, pela
interacdo rapida com proteinas plasmadticas antes de alcangar alvos intracelulares [47]

Nosso grupo contribuiu nesse campo com o estudo de Alves (2020) [27], no qual
foram sintetizados derivados de meso-tetra(4-piridil)porfirinas funcionalizados com
complexos Pd(Il)/fosfinas. Observou-se que a introdu¢do de Pd(Il) e de ligantes
fosfinicos aumentou a estabilidade e a lipofilicidade dos complexos, a0 mesmo tempo em
que potencializou de forma significativa sua atividade fotodinamica. Os ensaios
biologicos revelaram efeitos citotoxicos comparaveis aos da cisplatina em células
tumorais, embora acompanhados de reduzida seletividade, com citotoxicidade também
detectada em células ndo tumorais.

Além das propriedades citotoxicas intrinsecas, compostos de paladio podem
otimizar atividade fototoxica. Um exemplo € o estudo de Deng et al. (2020) [26], no qual
porfirinas complexadas a Pd(Il) (Pd-Monopor, Pd-Dipor e Pd-Tripor) apresentaram
eficiéncia fotodinadmica significativamente superior em comparagdo as porfirinas livres,
com redugdo dos valores de ICso sob irradiagdo e maior geragao de ROS.

Trentin et al. (2024) [48] sintetizaram e avaliaram meso-tetra(4-piridil)porfirinas
funcionalizadas com Pd(II)-bipiridil, frente as linhagens A375 (melanoma humano), B16-
F10 (melanoma murino) e fibroblastos L.929 como controle ndo tumoral. Os resultados
demonstraram elevada eficacia fotodinamica, com valores de ICso (0,43 uM para A375 e
0,51 uM para B16-F10), consideravelmente mais baixos do que os observados em
fibroblastos, evidenciando seletividade tumoral.

O potencial terapéutico desses complexos extrapola a oncologia. Lima et al.
(2021) [49] relataram a atividade fotodinamica de uma porfirina de origem natural
complexada a Pd contra Leishmania, explorando o efeito pro-oxidante em patégenos. Da
mesma forma, Pucelik et al. (2024) [50] descreveram um derivado Pd-porfirinico com
elevado rendimento quantico de oxigénio singlete (Oa = 0,93) e eficacia antimicrobiana
frente a bactérias.

Recentemente, nosso grupo avaliou a aplicacdo de porfirinas meso-tetrapiridil
complexadas com paladio(Il)/difosfinas como fotossensibilizadores em fotoinativagao
antimicrobiana (PDI, do inglés Photodynamic Inactivation) de cepas multirresistentes
associadas a mastite bovina. Observou-se ainda que o tratamento combinado de Pd-

porfirinas e sulfonamidas resultou na restauragdo da suscetibilidade antibidtica em cepas
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de E. coli multirresistentes, indicando uma possivel interagcdo sinérgica entre PDT e

antibiéticos [31].

2.4 Processos fotobiologicos em Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodinamica causa danos as células tumorais principalmente através
da geracao de ROS. Esses danos podem ser classificados em: danos diretos e indiretos,
que induzem morte e danos ao microambiente tumoral. Esses mecanismos ndo so6
eliminam as células cancerigenas, mas também podem estimular uma resposta
imunologica contra o tumor, tornando a PDT uma abordagem terapéutica multifacetada

e eficaz, apresentados na figura 6 [51].

2.4.1 Danos diretos em PDT

Os danos diretos induzidos pela PDT decorrem da interagdo imediata das ROS,
em especial o oxigénio singlete, com componentes celulares essenciais, como lipidios de
membrana, proteinas estruturais e funcionais e acidos nucleicos. Considerando que o
oxigénio singlete apresenta tempo de vida curto e alcance espacial limitado, o local
subcelular de geragao das ROS depende fortemente da localizacao do fotossensibilizador,
sendo esse um fator determinante para a organela inicialmente danificada e,
consequentemente, para o mecanismo predominante de morte celular induzido pela PDT
[51].

Por exemplo, quando o fotossensibilizador se acumula preferencialmente nas
mitocondrias, a geracdo localizada de ROS promove oxidagdo das membranas
mitocondriais interna e externa, levando a perda do potencial de membrana mitocondrial
(A¥m). Esses eventos culminam na ativacdo da cascata de caspases e na indugdo de
apoptose, um processo de morte celular programada e pouco inflamatorio,
frequentemente observado em regimes de dose moderada de PDT [50,51,52].

Em contraste, quando o dano fotodindmico ocorre predominantemente na
membrana plasmatica, geralmente associado a altas concentragdes de fotossensibilizador
ou doses elevadas de luz, a oxidacao lipidica compromete a integridade da membrana
celular, resultando em desequilibrio osmotico, ruptura celular e liberacdo do conteudo

intracelular no meio extracelular. Esse processo caracteriza a necrose, um tipo de morte
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celular descontrolada e altamente inflamatoria, capaz de induzir respostas adversas no
microambiente [50,53].

Além disso, fotossensibilizadores que se localizam nos lisossomos podem induzir
permeabilizacdo da membrana lisossomal apos a irradiagdo, levando a liberacdo de
catepsinas para o citosol. Esse evento pode ativar vias apoptdticas mitocondriais
secundarias ou desencadear autofagia associada a morte celular. Embora a autofagia atue
inicialmente como um mecanismo citoprotetor, promovendo a remocdo de organelas
danificadas, sua ativacdo excessiva ou desregulada apds a PDT pode contribuir
diretamente para a morte celular [50,53].

A PDT também pode induzir morte celular associada & autofagia, um processo
catabolico altamente regulado no qual a célula degrada componentes citoplasmaticos e
organelas danificadas por meio da formagao de autofagossomos e posterior fusdo com
lisossomos [50,54]. Em condigdes fisiologicas, a autofagia atua como um mecanismo de
sobrevivéncia e adaptagdo ao estresse; entretanto, quando ativada de forma excessiva ou
desregulada, pode culminar em morte celular autofigica, caracterizada por intensa
vacuolizacdo citoplasmatica e degradacdo progressiva de estruturas essenciais [50,54].

Dessa forma, a PDT nao esta associada a um Unico mecanismo de morte celular,
mas sim a um espectro de respostas biologicas, moduladas pela localizacdo subcelular do

fotossensibilizador, concentracao do FS, dose de luz e estado fisiologico da célula.

2.4.2 Danos indiretos em PDT

Em contraste aos efeitos diretos da PDT, que se caracterizam pela destruicdo
imediata das células tumorais devido a acao citotoxica das ROS os danos indiretos estdao
associados a modificagdes secundarias no microambiente tumoral, desempenhando papel
crucial na eficacia terapéutica a longo prazo. Entre esses efeitos, destacam-se a destrui¢cdo
da vasculatura tumoral e a ativag@o da resposta imune antitumoral.

Assim como as células neoplasicas, as células endoteliais da rede vascular
também acumulam FSs. Quando ativados por luz em comprimentos de onda adequados,
esses FSs induzem a producgdo de ROS capazes de comprometer a integridade das paredes
vasculares, resultando em aumento da permeabilidade vascular, vasoconstrigdo e
formacdo de trombos [32,51]. Como consequéncia, ocorre o colapso da rede vascular
tumoral, com interrupcao do suprimento de oxigénio e nutrientes, culminando em morte

celular predominantemente por hipdxia e necrose. A literatura demonstra que o efeito
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vascular da Terapia Fotodinamica ¢ particularmente pronunciado quando se utiliza um
intervalo curto entre a administragdo do fotossensibilizador e a irradiagdo luminosa
[32,51]. Nessa condicao, o fotossensibilizador permanece majoritariamente confinado ao
compartimento intravascular, favorecendo a fotodano seletivo do endotélio tumoral. Essa
abordagem potencializa a eficicia terapéutica e, simultaneamente, minimiza efeitos
colaterais sistémicos ao poupar tecidos saudaveis adjacentes [32,51].

Além da destruicao vascular, a PDT ¢ capaz de induzir morte celular imunogénica
(ICD, do inglés Immunogenic Cell Death), processo de grande relevancia para a
imunologia tumoral [32,51]. Diferentemente da apoptose ou necrose convencionais, a
ICD promove a liberagdo e/ou exposicdo de padrdes moleculares associados a dano
(DAMFS, do inglés Damage-Associated Molecular Patterns), como a calreticulina (CRT,
do inglés Calreticulin), exposta na membrana plasmatica, e a proteina de grupo de alta
mobilidade 1 (HMGBI1, High-Mobility Group Box 1), liberada para o meio extracelular
[32,51]. Esses sinais de perigo sdo reconhecidos por células apresentadoras de antigenos
(APCs, do inglés Antigen-Presenting Cells), que capturam e processam 0s antigenos
tumorais, apresentando-os a células T efetoras. O resultado ¢ a ativagdo da imunidade
adaptativa, com a geragao de uma resposta sistémica capaz de atacar células tumorais
remanescentes ¢ até mesmo metastases distantes [32,51].

Essa capacidade da PDT de remodelar o microambiente tumoral e estimular a
resposta imune tem impulsionado o desenvolvimento de abordagens combinatdrias
[32,51]. Um exemplo promissor ¢ o priming fotodinamico (PDP, do inglés Photodynamic
Priming), que consiste no uso da PDT em doses subletais ou em regimes controlados para
sensibilizar o tumor, facilitar a penetragdo de farmacos e potencializar terapias
combinadas, como a imunoterapia baseada em inibidores de checkpoint imune (anti-PD-
1, anti-CTLA-4) [32,51]. Estudos recentes demonstram que o PDP pode aumentar a
infiltragdo de células T citotoxicas no tumor, diminuir a imunossupressao mediada por
células T regulatorias e melhorar significativamente a eficécia das terapias antitumorais

sistémicas [32,51].
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Figura 6: llustragdo esquemdtica do mecanismo da PDT. Trés mecanismos de lesdo
tumoral mediada por PDT in vivo : danos diretos as células, dano vascular e inflama¢do

e respostas imunes. Adaptado de Liuchang Tan et al (2022) [51].

4.2.3 PDT no Melanoma: Entre Barreiras Biologicas e Oportunidades Terapéuticas

A Terapia Fotodindmica representa uma abordagem promissora e minimamente
invasiva para o tratamento do cancer, ja aprovada clinicamente para tumores de pele ndo
melanoma. No entanto, sua aplicagdo no melanoma cutineo sempre foi considerada
desafiadora, em grande parte devido a presenca da melanina.

O primeiro relato clinico na literatura sobre o uso da PDT no tratamento do
melanoma foi publicado por Dougherty et al. (1978) [56]. Nesse estudo pioneiro, sete
pacientes com melanoma maligno metastatico, foram submetidos a PDT utilizando o
HPD como agente fotossensibilizador. O HPD foi administrado por via intravenosa em
doses, seguido de irradiacdo com luz vermelha.

Os resultados foram promissores: 12 de 14 lesdes tratadas apresentaram resposta
completa, caracterizada pela auséncia de massa tumoral palpavel ou necrose confirmada
por bidpsia, enquanto as demais tiveram resposta parcial [56]. Um caso emblematico
descrito no artigo envolveu uma paciente de 33 anos com nddulo subcutaneo de 3 cm,

resultando em necrose completa do tumor dentro do campo de luz até cerca de 2 cm de
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profundidade. O estudo demonstrou que tumores pigmentados, como o melanoma,
exigiram doses mais elevadas do fotossensibilizador para alcancar eficacia semelhante a
observada em lesdes ndo pigmentadas [56].

Apesar do sucesso de alguns casos, durante décadas, a melanina foi vista apenas
como barreira: ela absorve a luz em um amplo espectro do visivel competindo com os
fotossensibilizadores, e possui propriedades antioxidantes capazes de neutralizar ROS,
reduzindo a eficacia da PDT.

Contudo, pesquisas recentes vém transformando esse entendimento. Hoje, a
melanina ndo é mais considerada exclusivamente uma barreira, mas também uma
oportunidade terapéutica. H4 evidéncias de que, em determinadas condig¢des, a
feomelanina pode atuar como fotossensibilizador enddgeno, gerando oxigénio singlete ou
transferindo energia para fotossensibilizadores internalizados [56,58]. Além disso, alguns
compostos metalicos tém mostrado capacidade de se acumular em melanossomas,
explorando o pigmento como alvo terapéutico direto [58]. As bacterioclorinas sintéticas
estudadas por Mroz et al. (2010) [58] além de superar a absor¢ao da melanina usando luz
NIR (730 nm), também danificaram melanossomas, potencializando o efeito
fotodinamico e resultando em regressao tumoral em modelos murinos.

Layla et al. (2024) [59], utilizando pulsos de femtossegundos no infravermelho
proximo, demonstraram que a melanina € capaz de absorver multiplos fotons e transferir
essa energia para o fotossensibilizador, ampliando a geracdo de espécies reativas de
oxigénio. O estudo confirmou esse efeito em linhagens de melanoma murino pigmentado
e amelanotico in vitro, e em modelo in vivo de melanoma, no qual foi observada regressao
tumoral completa [59]. Os autores compararam a eficacia fotodindmica de um
fotossensibilizador clinico (Visudyne) e de um dimero de porfirina (Oxdime). De forma
inesperada, enquanto a PDT convencional (1 foton) produziu efeitos semelhantes nas
duas linhagens, mostrou-se muito mais potente em eliminar células pigmentadas do que
amelandticas [59].

Outro ponto positivo para o uso da PDT no melanoma ¢ sua capacidade de atuar
como um potente modulador do sistema imunologico. O melanoma ¢ frequentemente
classificado como um “tumor quente”, isto ¢, um tumor caracterizado por elevada
infiltragdo de células do sistema imune, como linfocitos T citotdxicos, o que o torna mais
responsivo a estratégias terapéuticas que estimulam ou modulam a imunidade antitumoral

[60,61].
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Nesse contexto, a PDT tem se destacado por sua habilidade de induzir /CD, um
tipo especifico de morte celular que ndo apenas elimina as células tumorais, mas também
ativa o sistema imune. A /CD ¢ caracterizada pela exposicao de calreticulina na superficie
da célula tumoral, um sinal que funciona como um “marcador de fagocitose”, e pela
liberacao de moléculas conhecidas como sinais de perigo, como a proteina HMGBI e o
ATP extracelular. Esses sinais promovem a ativagdo de células dendriticas, que sdo
responsaveis por capturar antigenos tumorais e apresentd-los aos linfécitos T, iniciando
uma resposta imune adaptativa [62].

Lobo et al. (2023) [62] demonstraram que a PDT mediada por redaporfin em
células de melanoma murino B16F10 promove um aumento significativo na expressao da
molécula CD80, uma proteina coestimuladora expressa em células apresentadoras de
antigeno. A presenca de CDS80 ¢ fundamental para a ativagdo eficiente dos linfocitos T
CDS&, uma vez que fornece o segundo sinal necessario para sua ativagdo completa. Além
disso, o aumento da razdo CD80/PD-LI1 favorece um microambiente tumoral mais
imunorreativo, reduzindo os sinais inibitdrios associados a evasdao tumoral e
potencializando a eficacia de terapias baseadas em bloqueadores de checkpoint
imunologico.

Dentre os fotossensibilizadores usados, as porfirinas constituem uma das classes
mais investigadas, apresentando amplo espectro de absor¢do na regido do visivel, com
uma banda intensa no azul e bandas menos intensas na regido do vermelho e verde.
Apesar da baixa profundidade de penetracdo da luz azul (1,5-2 mm) e da forte absorcao
pela melanina, estudos tém mostrado resultados animadores no uso dessa faixa espectral
para o tratamento do melanoma [63].

Akasov et al. (2019) [63] demonstraram que a riboflavina (vitamina B2)
apresentou acimulo seletivo em células de melanoma (A375, Mel IL e Mel Z) e, quando
fotoativada por luz azul, levou a morte celular predominantemente apoptotica in vitro,
com valores de ICso entre 10-30 pM. De forma ainda mais relevante, a aplicagdo in vivo
da terapia fotodinamica mediada por riboflavina e irradiacao na regiao azul do espectro
resultou em regressdo significativa de tumores de melanoma em camundongos,

alcancando 85-90% de inibicao tumoral ap6s o tratamento.

4.2.4 PDT no Adenocarcinoma Ductal Pancreatico: Remodelando o Microambiente

Tumoral

43



O adenocarcinoma ductal ¢ uma forma agressiva de cancer pancreatico, conhecido
por sua alta letalidade e que representa um dos maiores desafios no campo da oncologia.
Apesar dos progressos recentes, as terapias convencionais ainda encontram limitagdes
significativas na obten¢ao de respostas clinicas expressivas ¢ na melhoria da sobrevida
dos pacientes com PDAC [64]. Nesse contexto, a compreensdo do papel do
microambiente tumoral tornou-se fundamental para explicar a resisténcia caracteristica
dessa neoplasia.

Diversos estudos apontam a desmoplasia como um fator central na promocao e
manuten¢dao do PDAC, uma vez que estimula a proliferacdo de células cancerigenas,
incentiva propriedades invasivas e, ao mesmo tempo, suprime a resposta imune
antitumoral. De fato, a desmoplasia pode compor at¢ 90% do volume tumoral,
englobando matriz extracelular (ECM, do inglés Extracellular Matrix), células do sistema
imunologico, vasos sanguineos e fibroblastos associados ao cancer (CAFs, do inglés
Cancer-Associated Fibroblasts), predominantemente derivados das células estreladas
pancreaticas (FSCs, do inglés Pancreatic Stellate Cells). Quando ativadas, as FSCs
passam a expressar a proteina miofibroblastica a-actina de musculo liso e a secretar
fatores que promovem crescimento, sobrevivéncia celular e metéstase [65,66].

Esse processo leva a uma produgdo exacerbada de MEC, que ndo apenas funciona
como barreira fisica a penetragdo de farmacos, mas também contribui bioquimicamente
para a resisténcia a medicamentos, refor¢ando a agressividade do PDAC [65,66]. Assim,
as complexas interagdes entre tumor e estroma evidenciam a necessidade de estratégias
terapéuticas inovadoras e personalizadas que consigam superar as limitagdes impostas
por esse microambiente.

E nesse ponto que a PDT surge como uma como uma ferramenta aliada as terapias
convencionais, especialmente em sua modalidade PDP. Huang et al. (2017) [67]
demonstraram que o PDP pode atenuar a resisténcia quimioterapica em PDAC,
aumentando a penetracdo do irinotecano lipossomal no tumor. Mais recentemente, Bano
et al. (2024) [68] mostraram que a combinagdo de minociclina e PDP em esferoides
heterotipicos de PDAC resultou em maior eficacia da quimioterapia, destacando o papel
do PDP em modular tanto a permeabilidade tumoral quanto as respostas adaptativas do

microambiente.
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Figura 7: Representacdo esquemdtica do microambiente tumoral de adenocarcinoma

ductal pancreatico antes e apos a Terapia Fotodindmica (Fonte: autor proprio).

A figura 7 mostra a representacdo esquematica do microambiente tumoral de
PDAC antes e ap6s PDT. Antes da PDT, as células tumorais de PDAC encontram-se
circundadas por CAFs, que formam uma barreira desmoplasica protetora. Apds a PDT,
observa-se a desagregacdo dessa barreira estromal, resultando em maior exposi¢ao e
dispersao das células tumorais.

O papel imunomodulador da Terapia Fotodinamica torna-se particularmente
relevante quando integrado as estratégias de imunoterapia, especialmente aos inibidores
de checkpoints imunologicos. Esses checkpoints representam mecanismos fisiologicos de
regulagao envolvidos no equilibrio entre ativacdo e tolerancia do sistema imune,
prevenindo respostas excessivas ou autoimunes [69,70]. No contexto do cancer, porém,
diversas neoplasias exploram esses mecanismos, como PD-1/PD-L1 ¢ CTLA-4, para
escapar da vigilancia imunologica, contribui para o estabelecimento de um
microambiente tumoral profundamente imunossupressivo, favorecendo a progressao da
doenca e a resisténcia terapéutica [71].

A importancia desse eixo de regulacdo ficou amplamente demonstrada pelos
trabalhos de James P. Allison e Tasuku Honjo, laureados com o Prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina em 2018, ao elucidar como o bloqueio de CTLA-4 [72]e PD-1
[73] pode restaurar a atividade de linfocitos T citotoxicos e permitir respostas
antitumorais mais robustas. Desde entdo, os inibidores de checkpoints transformaram o
tratamento oncologico, mas sua eficacia permanece limitada em tumores caracterizados

por imunossupressao profunda ou baixa inflamagao basal.
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E justamente nesse ponto que a PDT adquire relevéncia estratégica, ao induzir
morte celular imunogénica, liberacio de DAMFS (como calreticulina e HMGBI1) e
remodelag¢do do microambiente tumoral, a PDT pode aumentar a infiltracdo de células T,
reverter fenotipos “cold tumors” e potencializar significativamente a resposta aos
inibidores de checkpoints. De Silva et al. (2025) relataram que o PDP com luz vermelha
em modelo murino de PDAC induziu um aumento na infiltragdo de células T CD8+ e
modulou a expressdo de checkpoints imunologicos como PD-I [74]. Assim, a
combinacdo PDT com a imunoterapia representa uma abordagem altamente promissora

para superar resisténcia terapéutica e alcancar respostas sist€émicas mais duradouras.
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Capitulo 3

Materiais e metodos



3.1  Complexos porfirinicos: {TPyP[PdCI(P—P)]}(PFs)4

As amostras analisadas foram obtidas conforme protocolos de sintese previamente

descritos na literatura [27]. Elas correspondem a uma classe de compostos derivados das

meso-tetrapiridilporfirinas (TPyP), nas quais foram coordenados quatro periféricos de

paladio(Il) (Figura 8): 1,2-bis(difenilfosfino)etano (dppe), 1,3-bis(difenilfosfino)propano
(dppp), 1,4-bis(difenilfosfino)butano (dppb) e 1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno (dppf).

Para simplificagdo, os complexos resultantes sao denominados Porf@dppe, Porf@dppp,

Porf@dppb e Porf@dppf, respectivamente. Suas estruturas quimicas estdo apresentadas

na Figura 9.

A
Ph,
P 'a.,"\ .’_._.- A
( 20){\ /Pd\
Ph,
C
Ph,
// I/’,””I,, o l
/ 4 ""\. o~
(HxC)4 Pd
\
\ / \ |
Ph,

B
Ph,
// o,
(H2C)3<
Ph,
D
Ph,

S
Ph,

\\\\\“\'

™
~ -

Pd

NP

‘\\\\\\
8

pa’”
\ |

Figura 8: Representagdo das estruturas quimicas dos precursores de paladio: (a)

PdCL(dppe), (b) PdClx(dppp), (c) PACL(dppb) e (d) PdCl:(dppf)
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Figura 9: Estruturas quimicas dos complexos de paladio(1l) derivados da porfirina meso-

tetra(4-piridil) (TPyP): A) Porf@dppe, B) Porfl@dppp, C) Porfl@dppb e D) Porfl@dppf-
3.2 Fotofisica e fotoquimica
3.2.1 Espectroscopia de absor¢do molecular UV-Vis

Os espectros de absorcao foram coletados utilizando um espectrofotdmetro UV-
Vis (Hitachi™, modelo U2900), disponivel no Laboratério de Biofotonica do Instituto de
Fisica da UFG. As medigdes foram realizadas na faixa espectral de 400 a 700 nm, com
os compostos solubilizados em Dimethyl sulfoxide (DMSO). A absorbancia foi medida

em cubetas de vidro com caminho optico de 1,0 cm.
3.2.2 Medi¢oes dos estados tripleto

Os estados excitados tripleto dos complexos foram investigados utilizando um
sistema de Laser Flash Photolysis (LFP) instalado no laboratério. A excitacdo foi

realizada com comprimento de onda e 532 nm de um laser Nd:YAG, operando a 10 Hz,
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com duracdo de pulso de aproximadamente 6 ns. O decaimento do estado tripleto foi
monitorado ortogonalmente por absor¢do tripleto—tripleto em 470 nm, utilizando um
monocromador Sciencetech acoplado a um fotomultiplicador Hamamatsu.

As medicdes foram realizadas em cubeta de quartzo de 1 cm?, e a poténcia do laser
foi monitorada com um medidor Thorlabs (PM100A) equipado com sensor térmico
(S470C). A analise dos dados foi conduzida no software OriginPro 8, sendo os valores
finais obtidos a partir da média de trés experimentos independentes.

Os rendimentos quanticos de estado tripleto (®r) foram determinados conforme
metodologia previamente descrita [75]. Esse procedimento consiste na obtencdo das
curvas de decaimento do estado tripleto em diferentes energias do pulso para as amostras
estudadas e para um composto padrio de rendimento quantico conhecido. A meso-
tetrafenilporfirina (TPP) foi utilizado como padrao, apresentando @t = 0,85 em DMSO

[76]. Os valores de @t dos complexos foram calculados de acordo com a Equagao 2:

AAO Agx CO AA‘rgnax
br =

— ¢3 Eq.2
AAG Ax C§ DAmax

Nesta equacgdo, 44, representa a amplitude das curvas de decaimento do estado
tripleto medida imediatamente apds o término do pulso de excitagdo. A,, denota o valor
de absorbancia no comprimento de onda de excitagdo, C, indica a concentragao molar, e
AAax corresponde ao valor maximo de 44, obtido em niveis mais elevados de energia
do pulso de laser (E), indicando que a populagado eletronica no estado tripleto atingiu seu

valor méximo. O sobrescrito “S” refere-se aos valores do composto padrao.
3.2.3 Determinagdo de rendimento de formagdo de oxigénio singlete: método direto

O método direto de determinagdo do oxigénio singleto ¢ baseado na deteccao da
emissdo de fosforescéncia caracteristica do 'O, quando ele retorna ao seu estado
fundamental. Essa fosforescéncia ocorre na regido do infravermelho préximo, com um
pico tipico em torno de 1270 nm. A intensidade da fosforescéncia do 'O, ¢ diretamente
proporcional a quantidade de oxigénio singleto gerado. Além do mais, a detec¢iio do 'O
se faz necessaria a presenca de moléculas de oxigénio disponiveis para a sua formagao, e

pensando nisso, as solugdes dos compostos foram enriquecimento do gas O2 por 30 min.
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A Equagao 3 apresenta a formulagao matematica utilizada para a estimativa do
rendimento quantico de oxigénio singlete (*O2), a qual se baseia na comparagao dos dados
experimentais com um fotossensibilizador padrdo de rendimento conhecido. Neste
trabalho, foi utilizada a TPP como padrao (Figura 8), uma vez que apresenta rendimento
quantico de formacdao de 'O: bem estabelecido na literatura, igual a 0,52 quando

solubilizada em DMSO [77].

Ifos AO
A= F
A pos

* a0 Eq.3

Onde, I5,s representa a integral da curva de emissdo da fosforescéncia da amostra

em estudo, A o valor da absorbancia no comprimento de onda de excitagdo e ¢,
corresponde ao rendimento de oxigénio singlete. O subscrito “0” em cada termo se refere
aos dados do composto padrao.

Os espectros de fosforescéncia do 'O> foram medidos em um espectrometro
[HR320, da Horiba utilizando como fonte de excitagdo um modulo laser continuo iZI-

LaserLine (532 nm, ~60mW).
3.3 Investigagdo bioldgica

3.3.1 Estudo de interagdo com BSA

Os estudos de interagdo entre a albumina sérica bovina (da Sigma-Aldrich) e os
complexos Porf@dppb e Porf@dppf foram realizados por meio de experimentos de
supressao de fluorescéncia, nos quais a concentracdo de BSA em tampao (4,5 mM Tris-
HCI, 0,5 mM NaOH e 50 mM NaCl) a pH 7,4 foi mantida constante (2,5 uM), enquanto
a concentracao dos complexos foi aumentada de 0,031 a 4,0 uM.

A extingdo da intensidade de emissdo dos residuos de triptofano da BS4 a 320 nm
(comprimento de onda de excitagao de 270 nm) foi monitorada nas temperaturas de 298,
303 ¢ 310 K. A andlise quantitativa da supressdo da fluorescéncia foi realizada

empregando a equagdo de Stern—Volmer (Equacdo 4) [78]:

F
FO =1+Ks[Q] = 1+ k,70[Q] Eq.4
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em que F, e F representam, respectivamente, as intensidades de fluorescéncia da BS4 na
auséncia e na presenca do agente supressor; K, corresponde a constante de Stern—
Volmer; k, ¢ a constante de supressdo bimolecular; 7, € o tempo de vida médio da
fluorescéncia da BSA4 no estado fundamental (6,2 ns); e [Q] € a concentracdo do complexo
(agente supressor). Além disso, a constante de ligacdo Kj, e o nimero de sitios de ligagao

n foram determinados utilizando a Equagao 5:
F)
————=1logK,+nlog[Q] Eq.5

3.3.2 Cancer de pele tipo melanoma
3.3.2.1 Condicoes de cultivo celular

Células de melanoma murino (B16-F10), células de melanoma humano (A375) e
queratindcitos humanos (Hacat) foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ, Brasil). Todas as linhagens celulares foram cultivadas em meio Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e
mantidas em incubadora umidificada a 37 °C com 5% de CO.. O DMEM e o FBS foram
obtidos, respectivamente, da Vitrocell Brasil (Campinas, SP, Brasil) e da Gibco Thermo

Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA).
3.3.2.2 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada utilizando o ensaio de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo (M7T). As linhagens celulares de
melanoma humano (A375), melanoma murino (B16F10) e queratindcitos humanos
(Hacat) foram utilizadas nesses experimentos. As células foram semeadas em placas de
96 pogos, na densidade de 1 x 10* células/poco, e incubadas durante a noite até atingirem
80-90% de confluéncia. Solugdes estoque dos fotossensibilizadores foram preparadas em

DMSO e diluidas conforme necessario.
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Para a avaliagdo da citotoxicidade, as células foram tratadas com diferentes
concentragdes dos compostos precursores (0,4 a 50 pM) e dos complexos finais (0,003 a
12,5 uM). Apos 48 h de tratamento, adicionou-se 50 pL de solucdo de M7T (1 mg/mL)
em cada poco, e as cé€lulas foram incubadas por mais 4 h. Em seguida, o meio foi
removido e os cristais de formazan foram solubilizados em 150 puL de DMSO. A
absorbancia foi medida em 540 nm utilizando um espectrofotometro de microplacas
(Epoch, BioTek). Os valores de ICso foram calculados no software GraphPad Prism 8.0.2.
O Indice de Seletividade (IS) foi determinado pela razdo entre os valores de ICso obtidos
para as linhagens nao tumorais (Hacat) e tumorais (B16-F10) sob as mesmas condi¢des

experimentais.

3.3.2.3 Ensaio de fototoxicidade

Nos experimentos de fotocitotoxicidade, as células foram tratadas com
concentragdes crescentes dos complexos (0,00019 a 0,00312 uM) e incubadas por 90
minutos para permitir a internalizacdo. Apds o tratamento, o meio de cultura foi
substituido por meio fresco sem vermelho de fenol, e as células foram irradiadas
utilizando uma fonte de luz LED de 415 nm, com irradiancia de 30 mW/cm? durante 1
minuto, correspondendo a uma dose de luz de 1,8 J/cm?. Apds a irradiagdo, adicionou-se
MTT (1 mg/mL) e as células foram incubadas por 3 horas a 37 °C. Em seguida, o meio
foi removido e os cristais de formazan foram solubilizados em 150 puL de DMSO. A
absorbancia foi medida em 540 nm, e a viabilidade celular foi expressa como
porcentagem em relagdo ao controle negativo (0,5% DMSO). Todos os experimentos
foram realizados em triplicata e repetidos independentemente trés vezes. O Indice de
Fototoxicidade (IF) foi calculado para cada composto como a razdo entre as

concentragoes inibitorias médias (ICso) determinadas no escuro e apds a irradiacao.

3.3.2.4 Ensaio morfologico

O efeito dos complexos Porf@dppb e Porf@dppf sobre a morfologia das células
A375 foi avaliado utilizando 1 x 10° células por poco em placas de 12 pocos. Apds 24 h
da semeadura, as células foram expostas as concentragdes correspondentes a ICso € 21Cso,
conforme determinado no ensaio clonogénico. Ap6s 90 minutos de incubagdo para

permitir a internaliza¢do, o meio foi substituido por meio sem vermelho de fenol e sem
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soro, ¢ as cé¢lulas foram irradiadas com uma dose de luz de 1,8 J/cm?. As culturas foram
entdo mantidas em condi¢des padrdo por 48 h. As alteracdes morfoldgicas foram
avaliadas nos tempos de 0 h e 48 h utilizando um microscopio optico invertido (NIKON
ECLIFSE TS100) equipado com objetiva de 10x e camera Motcam 1SP, sendo

comparadas as células controle tratadas apenas com DMSO.

3.3.2.5 Determinagdo dos niveis intracelulares de ROS

A produgao intracelular ROS foi avaliada em células de melanoma humano A375
utilizando a sonda fluorescente H2DCFDA. As células foram semeadas em placas de 24
pocos, na densidade de 1,0 x 10° células/poco, em DMEM (10% de SFB, 1% de
penicilina-estreptomicina) e incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO.. Em seguida, as culturas foram tratadas com os fotossensibilizadores
Porf(@dppb e Porf@dppf nas concentracdes correspondentes a ¥4 ICso € 1Cso (DMSO <
0,5% v/v) e incubadas por 1 h e 30 min no escuro.

Apbs a incubagdo, o meio foi substituido por meio sem vermelho de fenol e sem
soro, ¢ as c€lulas foram irradiadas com LED de 415 nm, correspondendo a uma dose de
luz de 1,8 J/cm?. Apos a irradiacao, o meio foi removido, e as células foram incubadas
com H:DCFDA (10 pM) por 30 min no escuro a 37 °C. Em seguida, a sonda foi
descartada, as células foram lavadas uma vez com PBS 1x frio, e adicionaram-se 200 pL
de tampao de lise RIPA em cada poco, seguido de incubagdo no gelo por 5 min. As células
foram removidas com raspador estéril, transferidas para microtubos e centrifugadas por
5 min a 5000 rpm. O sobrenadante obtido foi transferido para uma placa preta de 96
pocos, e a fluorescéncia da DCF foi medida em leitor de microplacas (excitagdo 485 + 10

nm, emissao 535 + 15 nm).

3.3.2.6 Ensaio clonogénico

Para o ensaio clonogénico, células de melanoma A375 foram semeadas em placas
de 6 pogos na densidade de 500 células por poco. Apds 24 h de incubagdo, os
fotossensibilizadores Porf@dppb e Porf@dppf foram adicionados em concentragdes
correspondentes a '2ICso, ICso € 2ICso, previamente determinadas nos ensaios de
fotocitotoxicidade. As células foram incubadas com cada fotossensibilizador por 90

minutos para permitir a internaliza¢io; em seguida, o meio foi substituido por meio fresco

54



sem vermelho de fenol e sem soro. As placas foram entdo irradiadas com uma dose de
luz de 1,8 J/em? e posteriormente incubadas por mais 7 dias para permitir a formagao das
colonias. Ao final desse periodo, as colonias foram fixadas com cristal violeta a 0,5% em
metanol por 30 minutos, lavadas com agua destilada e deixadas para secar a temperatura
ambiente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A sobrevivéncia relativa

foi determinada utilizando o software Imagel.

3.3.2.7 Ensaio de migragdo celular

Para avaliar a capacidade de inibigdo da migragao celular, foi realizado um ensaio
de cicatriza¢do (“wound healing assay”). Células de melanoma humano A375 foram
semeadas em placas de 24 pogos, na densidade de 0,5 x 10° células por poco, € mantidas
a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO- por 24 h. Apos a incubacao, uma
“ferida” foi criada utilizando uma ponteira estéril de 200 puL. O meio de cultura foi entao
substituido por meio fresco sem vermelho de fenol e sem soro, e as células foram tratadas
com os fotossensibilizadores Porf@dppb e Porf@dppf nas concentragdes
correspondentes a '4ICso e '2ICso. ApOs 90 minutos de incubacdo para permitir a
internalizacao, o meio foi substituido e as células foram irradiadas com uma dose de luz
de 1,8 J/em?. As placas foram entdo mantidas em condi¢des padrdo de cultura, e imagens
do fechamento da “ferida” foram capturadas nos tempos de 0 e 48 h utilizando o sistema
de imagem digital CELENA S (Logos Biosystems). A area da ferida foi quantificada

utilizando o software ImageJ.

3.3.3 Cancer Pancreatico

3.3.3.1 Fotobiologia em modelo 3D de cancer pancreatico

Para avaliar o potencial fototoxico dos compostos Porf@dppfe Porf@dppb,
iniciamos os experimentos em esferdides 3D homogéneos compostos exclusivamente por
células MIA PaCa-2. Este modelo simplificado permitiu uma analise preliminar da
eficacia dos compostos frente a uma linhagem de adenocarcinoma ductal pancreatico

conhecida por sua elevada resisténcia as terapias convencionais.
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Com base nos resultados obtidos o composto Porf@dppf foi posteriormente
testado em um modelo heterogéneo, que simula de forma mais fiel a complexidade do
microambiente tumoral pancreéatico. Este modelo incorpora fibroblastos associados ao
cancer em diferentes propor¢des, reproduzindo as caracteristicas desmoplasticas tipicas
do tumor. Todos os ensaios de fototoxicidade foram conduzidos de acordo com o

protocolo descrito por Saad (2022).

3.3.3.2 Esferoides 3D homogéneo

As células MIA PaCa-2, cultivadas em frascos de 75 mm, foram triFSinizadas,
contadas e semeadas em microplacas de 96 pocos CellCarrier Spheroid ULA (6055330,
PerkinElmer, Waltham, MA) para formar esferoides 3D, com um total de 5.000 células
por poco. Esses esferoides foram tratados com os compostos Porf@dppfe Porf@dppb por
90 minutos, em concentracdes finais de 1 uM, 2 uM e 3 uM. Apos a incubacdo, o meio
contendo os FSs foi cuidadosamente removido, € os esferoides foram lavados trés vezes
com meio de cultura livre de FSs. Esse procedimento garantiu que apenas os compostos

internalizados nas células contribuissem para o tratamento.

3.3.3.3 Esferoides 3D: simulagdo de desmoplasia

As células MIA PaCa-2 e PCAF’s foram semeadas em microplacas de 96 pogos
CellCarrier Spheroid ULA (6055330, PerkinElmer, Waltham, MA), utilizando meio de
cultura DMEM alta glicose (Dulbecco'’s Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado por calor e 1% de
solugdo antibidtica de penicilina (100 U/mL). Manteve-se a propor¢do de PCAFs em

90%, enquanto o numero total de células foi mantido constante em 5.000 células por pogo.

3.3.3.4 Parametros de irradiacdo

A 1rradiagao foi realizada de forma vertical, pela base das microplacas, utilizando
uma fonte de laser de diodo com comprimento de onda de 635 nm e irradiancia de 150
mW/cm?. As doses totais de luz administradas foram de 1,5, 3, 6 ¢ 10 J/cm?. Apoés a

irradiagdo, as placas foram incubadas por 72 horas, em condi¢des controladas de 37 °C e
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5% de COs., para permitir o desenvolvimento completo dos processos de morte celular

induzida pela PDT.

3.3.3.5 Analise de Viabilidade

Apos o periodo de incubagio, os esferdides foram analisados utilizando o sistema
Operetta CLS (Perkin Elmer, configuracao LIVE). A fluorescéncia de mCherry (ex/em:
550/570—650 nm) foi capturada por excitacdo com LED a 550 nm e para o EGFP (ex/em:
475/500-570 nm) foi coletada por excitagdo com LED a 475 nm. As imagens coletadas
foram analisadas utilizando o software ImageJ para extrair a intensidade de fluorescéncia
e posteriormente o célculo da viabilidade foi realizado usado o Prisma. A viabilidade
relativa foi calculada normalizando a intensidade de fluorescéncia de MIA PaCa-2—
mCherry e PCAF-EGFP dos esferoides tratados pela intensidade correspondente dos

esferoides nao tratados (controle).

3.3.3.6 Medigdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

A geracao intracelular de ROS foi avaliada utilizando o kit 2'-7'-dichlorofluorescin
diacetate (DCFDA) — Cellular ROS Assay Kit (ab113851, Abcam, Cambridge, UK). O
DCFDA ¢ um corante fluorogénico amplamente utilizado para medir a atividade de
hidroxilas, peréxidos e outras ROS no ambiente intracelular. Em contato com as ROS,
esse composto ¢ oxidado, resultando na formagao do 2',7'-dichlorofluorescein (DCF), um
fluoroforo que permanece dentro das células.

As células da linhagem PAC-2 foram semeadas em placas Black de 96 pogos. No
dia seguinte, as células foram incubadas com 3 pM de FS por 90 minutos. Apos a
incubagdo, o meio foi removido, e as células foram lavadas com PBS para eliminar o
excesso de FS ndo internalizado. Em seguida, 5 uL. de DCFDA foram adicionados a cada
pogo.

Posteriormente, as células foram entdo submetidas a doses de luzde 1,5;3;6¢ 10
J/em?. A geragdo de ROS foi avaliada nos tempos de 0, 1 e 2 horas apds a aplicagdo da
PDT, através da medicdo da intensidade da fluorescéncia utilizando um leitor de
microplacas (Fluostar Omega, BMG Labtech, Ortenberg, Alemanha), configurado com

comprimentos de onda de excitagdo em 485 nm e de emissao em 535 nm.
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3.3.3.7 Uptake por Citometria de Fluxo

O ensaio de internalizagdo do Porf@dppfe Porf@dppb foram realizado utilizando
células MIA PaCa-2 cultivadas como esferdides 3D em placas Corning® Costar® de 24
pocos com superficie de baixa adesdo (REF 3473, Corning Inc.). Os esferoides foram
incubados com os compostos (3 M, 90 minutos, 37 °C, 5% de CO:). Apos a incubagdo,
o meio foi removido e os esferdides foram lavados com PBS. Em seguida, os esferoides
foram dissociados utilizando o Cell Dissociation Buffer Enzyme-Free (Gibco, REF
13151-014) por 15 minutos a 37 °C, seguido de centrifugagdo a 300 x g por 5 minutos. O
pellet celular resultante foi ressuspenso em FACS Buffer para andlise em um citdmetro
de fluxo BD FACSAria II (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). A fluorescéncia dos
fotossensibilizadores foi detectada no canal APC (excitacdo: 650 nm, emissdo: 660 nm),

e os dados foram processados utilizando o software FlowJo.

3.3.3.8 Deteccao de Calreticulina

Ap6s o tratamento com 3 uM do fotossensibilizador e irradiacao nas fluéncias de
1,5 e 10 J/em?, as células foram coletadas, lavadas e fixadas com paraformaldeido (PFA)
a 4%. Para a detecgdo de calreticulina, foi seguido o protocolo fornecido pelo fabricante
do anticorpo anti-calreticulina conjugado ao Alexa Fluor® 488 (Cell Signaling
Technology, XP Rabbit, Cat. #12238S), incluindo as etapas de permeabilizagdo,
incubacdo com o anticorpo e lavagens subsequentes. A aquisicdo da fluorescéncia foi
realizada em um citdometro de fluxo BD FACSAria II (BD Biosciences, San Jose, CA,
EUA), com detec¢ao da fluorescéncia da calreticulina no canal Alexa Fluor® 488
(excitagao: 499 nm, emissdao: 520 nm). Os dados foram analisados utilizando o software

FlowJo v10.8.

3.3.3.9 Avaliag¢do de Danos Organelares

Os danos em organelas foram avaliados 24 horas apos o tratamento. Para analise
mitocondrial, as células foram incubadas com MitoTracker Red (Thermo Fisher
Scientific) na concentragao final de 100 nM em PBS, por 30 minutos a 37 °C no escuro.
Para marcagdo lisossomal, as células foram incubadas com LysoTracke (Thermo Fisher
Scientific) na concentracdo final de 50 nM, também por 30 minutos a 37 °C no escuro. As

células foram analisadas por microscopia confocal, com detec¢ao de fluorescéncia nas
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faixas de excitagao/emissao de 561/580 nm para o MitoTracke Red e 488/510 nm para o
LysoTracker. As imagens foram adquiridas e processadas utilizando o software ImageJ,
e a integridade mitocondrial e lisossomal foi avaliada com base na intensidade da

fluorescéncia e na morfologia das organelas.

3.3.3.10 Analise estatistica

O programa GraphPad Prism foi utilizado para analisar os dados estatisticos
obtidos no experimento. Os dados foram avaliados por meio de andlise de variancia
(ANOVA), e as diferencas entre as médias foram comparadas utilizando o método de
Tukey. Os resultados foram apresentados como média acompanhada do respectivo desvio
padrao. Considerou-se um nivel de significancia de P<0,05 para determinar a relevancia

estatistica das diferengas observadas.
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Capitulo 4

Propriedades fotofisicas e
interacao com biomoleculas

Os resultados deste capitulo foram publicados no artigo: PIRES, Luiz Henrique Barbosa
et al. Breaking antibiotic resistance: Porphyrin-driven photoinactivation and priming
effect on mastitis-related MDR bacteria. Journal of Photochemistry and Photobiology
B: Biology, p. 113246, 2025.
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4.1  Propriedades fotofisicas dos F'S

4.1.1 Espectros de absorbdncia

A técnica de espectroscopia UV-Vis foi empregada para monitorar as transi¢des
eletronicas. Os espectros de absorbancia dos compostos foram obtidos no intervalo de
comprimento de onda de 400 a 700 nm, conforme apresentado na Figura 10. Os espectros
de absorbancia apresentaram as bandas caracteristicas das porfirinas, com a banda de
Soret em 416 nm e as bandas Q em 512, 544, 586 ¢ 640 nm. A introducao do metal ndo
promoveu alteragdes significativas nas posicdes dessas bandas, preservando o perfil

espectral tipico dessa classe de compostos.

1.8-

416 nm Porf@dppe
15- (Soret band) Porf@dppp
' Porf@dppb
Porf@dppf
12 @dpp
0.9-

0.6

Absorbancia

0.3

0.0-
400 450 500 550 600 650 700
Numero de onda (nm)

Figura 10: Espectros apresentaram picos caracteristicos dos complexos de porfirinas

4.1.2 Rendimento quantico de formagao de estados tripletos e oxigénio singlete

Os valores de rendimento quantico de estado tripleto (@) e de oxigénio singlete
(D) para os complexos estudados e estdo apresentados na Tabela 3. As curvas de
decaimento de AA em funcao da energia encontra-se nas Figura 11 e as curvas de espectro

de emissao do oxigénio singlete encontra-se na Figura 12. Os complexos Porf@dppb,
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Porf@dppp e Porf@dppe exibiram valores elevados e proximos (@1 = 0,72-0,93; ®p =
0,62-0,67), indicando boa eficiéncia na formagdo do estado tripleto e subsequente
transferéncia de energia para o oxigénio molecular. Em contraste, o complexo
Porf@dppf, contendo unidade ferrocénica, apresentou valores significativamente
menores (Or = 0,46; Op = 0,42).

De acordo com a Tabela 3, observa-se que os compostos Porf@dppe, Porf@dppp
e Porf@dppb apresentam valores semelhantes de rendimento quantico do estado tripleto,
producao de oxigénio singlete e coeficiente de lipofilicidade (LogP). Diante disso, optou-
se por selecionar apenas os complexos Porf@dppb e Porf@dppf para os ensaios de

interagdo com albumina, bem como para uma investiga¢do mais aprofundada nos estudos

celulares.
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Figura 11: Curvas de decaimento de AAp em fun¢do da energia dos compostos.
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Figura 12:Espectro fosforescéncia do oxigenio singlete

Tabela 2: Rendimentos quanticos de estado tripleto (P1) e de oxigénio singlete (D) dos

complexos.
Composto O D, LogP"
Porf@dppe 0,82 + 0,02 0,62 + 0,02 2,15
Porf@dppp 0,72 + 0,02 0,64 +0,02 2,20
Porf@dppb 0,83 + 0,02 0,67 = 0,05 2,56
Porf@dppf 0,46 + 0,02 0,42 + 0,04 3,10
*Veja Ref [27]

4.2 Interacdao com biomoleculas

4.2 Interacdao com BSA

A BSA foi utilizada como proteina modelo devido a sua elevada homologia
estrutural com a albumina sérica humana e por representar a principal proteina
transportadora plasmatica, desempenhando papel fundamental no transporte e
distribuicao de farmacos, modulando sua biodisponibilidade e tempo de circulagao
sist€émica. A interagdo dos complexos porfirinicos com a BSA foi avaliada por
espectroscopia de fluorescéncia, explorando a supressdo da emissdo do residuo de
triptofano.

Na figura 13, observa-se que a intensidade de fluorescéncia da BS4 diminuiu
progressivamente de maneira dependente da concentragdo apds a adi¢ao dos complexos,
sem deslocamentos significativos no méximo de emissdo. A andlise de Stern—Volmer
(Tabela 4 e Figuras 14A e 14B) demonstrou que todos os complexos interagiram
eficientemente com a BSA4, com constantes de Stern-Volmer (Ksv) na ordem de 10°. As

constantes biomoleculares de supressao (kq ~10'* M'-s™") excederam o limite controlado
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por difusdo para biopolimeros (7,40 x 10° M'-s™"), sugerindo um processo de supressao
ndo colisional [36]. Além disso, os valores de Ksy ndo apresentaram dependéncia
significativa da temperatura. As constantes de liga¢do (Kp) também ficaram na ordem de
10° L-mol™, indicando afinidade moderada entre os complexos e a albumina [37,38]. O
composto Porf@dppf apresentou o menor valor de Kb (1,25 x 10° L-mol™ a 298 K),
enquanto os demais complexos exibiram valores intermediarios. O niimero de sitios de
ligacdo (n) foi aproximadamente 1, sugerindo uma estequiometria de ligagdo 1:1. Os
parametros termodinadmicos revelaram valores de energia livre de Gibbs (AG) entre —29,1
e —32,0 kJ-mol™, confirmando a espontaneidade da intera¢do. A entropia (AS) aumentou
de 85,9 J-mol"-K™! para Porf@dppf até 95,7 J-mol'-K™! para Porf@dppb, enquanto a
entalpia (AH) tornou-se menos negativa com o aumento da cadeia (—14,4 kJ-mol™ para

Porf@dppf e —2,33 kJ-mol™ para Porf@dppb).
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b — oM 12000 — oM

2 10000 1 —0,031uM | B0l £ ——0,031 uM
«O [ /

3 ——0082uM | g ——0,062 uM
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= ——0,25 uM § ——0,25 uM
o —0,5 1M iL 6000+ —0,5uM
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Figura 13: Espectros de fluorescéncia da solu¢do de BSA (2,5 uM) em tampao Tris—HCI
(0,1 M NaCl, pH 7,4) na auséncia e na presenca de diferentes concentragoes dos

complexos (4A) Porfl@dppb, (B) Porfl@dppf a 298 K.
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Figura 14: Grdfico de Stern—Volmer para o apagamento da fluorescéncia da BSA

complexo (A) Porflwdppb e (B) Porflwdppf.
Tabela 3: Valores das constantes de supressdo Stern-Volmer (Ky,), constantes de taxa de

supressdo biomolecular (kq), constantes de ligagdo (Kp), numero de sitios de ligagdo (n)

e parametros termodindmicos (AH, AS e AG) para o sistema composto-HSA.

Composto (11;) Ksv (105) (113?3) Kp (10%) N  AH° AS° AG°
Porf@dppb 298 2,32+ 0,02 3,74 2,57+0,17 094 -233 957 -309
310 2,19+ 0,10 3,53 2,48 +£0,30 0,85 95,7 -32,0
Porf@dppf 298 1,17 +£0,07 1,89 1,25+0,28 097 -3,46 859 -29,1
310 1,18+ 0,03 1,90 1,18+ 041 0,87 85,9 -30,1

4.3 Discussdao

Os elevados e similares valores de @t e ®a observados para os complexos
Porf@dppb, Porf@dppp e Porf@dppe (@1 = 0,72-0,93; ®a = 0,62-0,67) indicam uma
eficiente populagdo do estado tripleto, favorecida pelo efeito de atomo pesado do paladio,
bem como uma transferéncia de energia eficaz para o oxigénio molecular, resultando em
elevada produgdo de oxigénio singlete.

Em contraste, o complexo Porf@dppf, que contém uma unidade ferrocénica,
apresentou valores significativamente menores (Or =~ 0,46; ®a = 0,42). Essa redugao
acentuada sugere fortemente a ocorréncia de um efeito de extingdo promovido pelo
ferroceno [79]. Isso ocorre porque o ferroceno pode abrir caminhos alternativos de
desativag@o ndo radiativa, como processos de transferéncia de elétrons ou transferéncia
de energia, reduzindo a estabilidade do estado excitado [80, 81]. Além disso, o grau dessa

supressao depende de fatores estruturais, como o nimero de unidades ferrocénicas ligadas
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e sua proximidade espacial em relacdo ao cromoéforo, sendo mais pronunciada em
sistemas com multiplos substituintes ferrocénicos [80, 81].

Os mecanismos de intera¢dao entre Porf@dppf, Porf@dppb e BSA forneceram
informagdes importantes sobre o potencial de transporte e biodistribuicao desses
compostos em sistemas bioldgicos. Como a albumina ¢ a principal proteina carreadora do
plasma, sua interacdo com fotossensibilizadores influencia diretamente sua
biodisponibilidade, estabilidade e eficiéncia de direcionamento tumoral na PDT [81].

A acentuada supressdao de fluorescéncia observado indica a formagdo de um
complexo estavel no estado fundamental entre a BSA e os fotossensibilizadores,
caracteristico de supressdo estatico. As constantes de taxa de supressdo extremamente
altas (kq = 10" M'-s") e a auséncia de dependéncia com a temperatura sustentam esse
mecanismo, descartando o supressao colisional [82,83]. As constantes de ligacao (Kp =
10° L-mol™) indicam afinidade moderada, consistente com uma interagao eficaz, porém
reversivel, propriedade desejavel para o transporte eficiente do fairmaco e liberagdo
controlada no sitio-alvo [84,85]. A estequiometria de ligacdo 1:1 sugere que cada
molécula do complexo interage com um unico sitio de alta afinidade na BS4 [21,86].

Os parametros termodinamicos revelaram valores negativos de energia livre de
Gibbs (AG), confirmando a espontaneidade do processo de ligagdo. Os valores positivos
de entropia (AS) e levemente negativos de entalpia (AH) indicam que interagdes
eletrostaticas estabilizam predominantemente o complexo, com contribuigdes menores de

for¢as hidrofobicas [87].
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Capitulo 5

Atividade fotodinamica em
modelo 2D de cancer de pele
tipo melanoma



5.1 Avaliacao citotoxica

Primeiramente, a citotoxicidade in vitro das metaloporfirinas de paladio(Il) e de
seus respectivos precursores foi avaliada nas linhagens celulares A375 (melanoma
humano), B16-F10 (melanoma murino) e Hacat (queratindcitos ndo tumorais) na auséncia
da luz, conforme descrito na se¢do 3.3.2.2. As curvas de viabilidade estdo apresentadas
na Figura 15, e os valores correspondentes de ICso estao resumidos na Tabela 5.

Considerando os precursores de paladio, apenas PdClz(dppf) exibiu citotoxicidade
significativa, com valores de ICso variando de 3,1 a 6,3 uM. Em contraste, PdCl(dppe),
PdClx(dppp) e PdClx(dppb) ndo apresentaram citotoxicidade na concentragdo maxima
testada (ICso > 50 uM).

Entre os complexos metaloporfirinicos, Porf@dppf apresentou a maior
citotoxicidade, com valores de ICso de 0,9 + 0,1 uM e 1,6 + 0,1 uM para as células A375
e B16-F10, respectivamente. Apesar do efeito promissor sobre as células cancerigenas,
os resultados obtidos para Hacat (ICso: 0,6 £ 0,1 uM) revelaram falta de seletividade para
esse complexo, com indice de seletividade (IS) inferior a 1, indicando baixa
discriminacdo entre células tumorais e ndo tumorais. Por outro lado, Porf@dppb
apresentou a menor citotoxicidade, com valores de ICso de 8,5 + 0,6 uM (Hacat), 5,1 +
0,3 uM (A375)e 8,4+ 1,1 uM (B16-F10), exibindo valores de IS ligeiramente mais altos
(1,6 e 1,0).
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Tabela 4: Valores de ICso (uM) obtidos para os complexos precursores de paladio e seus
complexos porfirinicos na auséncia da luz. Os indices de seletividade (IS1 = Hacat/A375;

1S2 = Hacat/B16F 10) foram calculados a partir dos valores de ICso correspondentes.

ICso (nM)

Composto Hacat A375 B16F10 IS1 IS2
Pd_dppf 4,2 +0,2 3,1+0,3 6,3+0,6 1,3 0,7
Pd_dppp >50 >50 >50 - -
Pd_dppe >50 >50 >50 - -
Pd_dppb >50 >50 >50 - -

Porf@dppf 0,6+0,1 0,9+0,1 1,6+0,1 0,7 0,4
Porf@dppp 2,2+0,3 1,8+0,1 3,2+0,3 1,2 0,7
Porf@dppe 1,7+0,1 4,3+0,6 8,6+0,9 0,4 0,2
Porf@dppb 8,5+0,6 5,1+0,3 8,4+1,1 1,6 1,0

5.2 Avaliagao fototoxica dos complexos

Em seguida, investigou-se a citotoxicidade dos compostos porfirinicos sob
irradiagdao, conforme descrito na se¢do 3.3.2.3. Os resultados mostraram que todos os
complexos apresentaram redugdo significativa nos valores de ICso ap0Os a exposicao a luz,
variando de 1 a 27 nM, alcangando, portanto, a faixa nanomolar em todas as linhagens
celulares (Tabela 6). As curvas de viabilidade correspondentes estdo apresentadas na
Figura 16.

O indice de fototoxicidade (IF) foi calculado como a razao ICsodark/ICsolight,
obtida para a mesma linhagem celular. O IF indica a poténcia de um fotofarmaco em
relacdo & sua toxicidade intrinseca no escuro. Na linhagem B16-F10, o complexo
Porf@dppb apresentou um valor excepcionalmente alto (IF = 8400,0). Por outro lado, na
linhagem tumoral A375, o maior valor de PI foi observado para o complexo Porf@dppp,
com IF=330,7.

Embora os ensaios iniciais de citotoxicidade e fototoxicidade tenham sido
realizados em trés linhagens celulares (A375, B16-F10 e Hacat), os experimentos mais
detalhados, incluindo geracdo de ROS, migracao, clonogenicidade, morfologia e

interagdo com BSA, foram conduzidos exclusivamente em células de melanoma humano
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A375, com os complexos Porf@dppb e Porf@dppf, que apresentaram seletividade e
citotoxicidade promissoras. A escolha da linhagem A375 foi baseada na relevancia

translacional como modelo de melanoma humano.
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Figura 16: Viabilidade celular de (4) A375, (B)BI6F10 e (C) Hacat tratadas com
complexos porfirinicos na presencga de luz.
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Tabela 5: Valores de ICso (uM) obtidos para os complexos porfirinicos na presenga da
luz. IF 1 refere-se as células Hacat, IF2 as células A375, e IF3 as células B16-F10.

Dose de luz 2 J/cm?
IC50 (nM)
Composto Hacat A375 B16F10 IF1 IF 2 IF3

Porf@dppf 3,3+0,2 74+09 5,0+ 0,4 181,8 121,6 320

Porf@dppe 150+3,0 13,0+£2,0 25,0+4,0 113,3 330,7 344,0
Porf@dppp 2,1+0,1 55+0,7 1,4+03 10476 3273 22857
Porf@dppb 32+£02 27,040 1,002 26562  188,9  8400,0

5.3 Mudangas morfologicas

Ap6s os estudos de citotoxicidade, a morfologia das células A375 foi analisada na
auséncia e na presenca das metaloporfirinas Porf@dppb e Porf@dppf. Os nucleos
celulares foram corados com Hoechst 33342 (azul), enquanto o iodeto de propidio (PI, do
inglés propidium iodide) (vermelho) foi utilizado para identificar perda de integridade de
membrana associada a morte celular (detalhes na secao 3.3.2.4).

No grupo controle, composto apenas por células ndo tratadas, as células A375
exibiram morfologia tipica, formando uma monocamada confluente com células bem
aderidas, nucleos condensados corados com Hoechst € baixa intensidade de fluorescéncia
do corante P/, confirmando alta viabilidade celular e integridade preservada da membrana
plasmatica (Figura 17).

Na concentragdo de ICso sob irradiagao luminosa, ambos os complexos induziram
alteragdes morfologicas evidentes apos 48 h, incluindo reducao da confluéncia, presenca
de células arredondadas, perda de adesdo e sinais de inchaco celular. A coloragdo com
Hoechst revelou nucleos fragmentados, enquanto a intensidade de fluorescéncia do P/
indicou danos @ membrana em parte da populacao celular (Figura 16).

Na concentragdao de 2 x ICso, esses efeitos foram ainda mais intensificados. As
imagens em campo claro mostraram colapso quase completo da monocamada, com
pequenos fragmentos celulares apoptdticos. A analise nuclear revelou predominio de
nucleos fragmentados, e a intensidade de fluorescéncia de PI aumentou

significativamente, indicando perda generalizada da viabilidade celular (Figura 17).
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Figura 17: Andlise morfologica de células de melanoma A375 tratadas com Porf@dppb
e Porfl@dppf apos PDT (LED 415 nm, dose de luz de 1,8 J/cm?). Os nucleos celulares
foram corados com Hoechst 33342 (azul), enquanto o iodeto de propidio (PI) (vermelho)
foi utilizado para identificar perda de integridade de membrana associada a morte

celular.

5.4 Resposta Clonogénica

As propriedades antiproliferativas dos complexos Porf@dppb e Porf@dppf foram
investigadas em células A375 por meio do ensaio clonogénico. Esse experimento permite
determinar a capacidade de uma unica célula formar coldnias (detalhes na se¢do 3.3.2.5).

A Figura 18 apresenta a avaliacdo do efeito fotodindmico dos complexos
Porf@dppf e Porf@dppb sobre a capacidade clonogénica das células de melanoma
humano A375. As imagens representativas mostradas no painel superior ilustram a
distribuicdo e a densidade das coldnias formadas apds o tratamento, evidenciando que o
grupo controle apresentou colonias maiores € mais compactas, refletindo elevada
capacidade proliferativa. Em contraste, as células tratadas com os complexos na
concentragdo correspondente ao ICso exibiram colonias visivelmente menores e mais

dispersas, indicando comprometimento da sobrevivéncia clonogénica ap6s a irradiagao.

74



O painel inferior apresenta a quantificacdo da 4rea normalizada das colonias (%)
em fun¢do da concentracdo dos complexos (1/2 ICso, ICs0 € 2 x ICs0). Observa-se que
ambos o0s complexos promoveram uma reducdo significativa e dependente da
concentracdo da area das coldnias quando comparados ao controle, confirmando o efeito
fotodinamico sobre a capacidade proliferativa celular. A redu¢do foi mais pronunciada
nas concentragdes correspondentes a ICso € 2 X ICso. Além disso, o complexo Porfl@dppf
apresentou valores consistentemente menores de area clonogénica em comparagdo ao

Porf@dppb, indicando uma maior inibi¢ao da capacidade proliferativa.
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Figura 18: Analise do ensaio clonogénico em células de melanoma A375 tratadas com
Porflwdppb e Porflwdppf apos PDT (LED 415 nm, dose de luz de 1,8 J/cm?). (a) Imagens
representativas das colonias clonogénicas formadas apos a PDT com os

fotossensibilizadores testados. (b) Andlise quantitativa da eficiéncia de formagdo de
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colonias em relagdo ao grupo controle (ndo irradiado). Os dados sdao apresentados como
média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos (p < 0,05).

5.5 Inibi¢do da Migragdo

A migracao celular ¢ uma etapa fundamental envolvida no processo de metastase
do cancer. Nesse contexto, investigou-se o efeito dos complexos Porf@dppb e Porf@dppf
sobre o processo migratorio das células A375 ao longo de 24 h. Para isso, foi realizado
um ensaio de cicatrizacdo (“wound healing assay”), na ausé€ncia e na presenga das
metaloporfirinas, sob irradiacdo luminosa (detalhes na se¢ao 3.3.2.6.

A Figura 19 apresenta a avaliagdo do efeito fotodindmico dos complexos
Porf@dppf e Porf@dppb sobre a migragao celular por meio do ensaio de wound healing.
O painel (a) mostra imagens representativas das areas de ferida imediatamente apds o
risco e apds o periodo de incubagao, para o grupo controle e para as células tratadas com
os complexos nas concentragdes correspondentes a 1/8 ICso € 1/2 ICso, ap6s irradiagdo
luminosa. Observa-se que, no grupo controle, ocorre um fechamento da ferida, indicando
elevada capacidade migratdria das células. Em contraste, os grupos tratados exibem uma
reducdo visivel na migragao celular, evidenciada pela maior area remanescente da ferida.

Os painéis (b) e (c) na Figura 19 apresentam a quantificagao do percentual de
fechamento da ferida para os tratamentos com Porf@dppf e Porf@dppb, respectivamente.
Ambos os complexos promoveram uma inibi¢do da migragdo celular apos a irradiacio,
de forma dependente da concentragdao. O efeito inibitério foi mais pronunciado para o
complexo Porf@dppf, que apresentou, na concentragdo correspondente a 1/2 ICso, um
percentual de fechamento da ferida de aproximadamente 18%, enquanto o complexo
Porf@dppb apresentou cerca de 28%. Em comparagdo, o grupo controle exibiu um
fechamento da ferida em torno de 76%, confirmando a elevada eficacia fotodinamica dos

complexos na inibi¢do da migragao celular.
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Figura 19: Ensaio de migragdo de células de melanoma A375 tratadas com Porfl@dppb
e Porfl@wdppf apos PDT (LED 415 nm, dose de luz de 1,8 J/cm?). (a) Imagens
representativas do ensaio de cicatriza¢do (“wound healing”), mostrando a migra¢do
celular para a area do risco 24 h apos o tratamento. (b) Analise quantitativa do
fechamento da ferida (%) para células tratadas com Porfl@dppf. (c) Andlise quantitativa
do fechamento da ferida (%) para células tratadas com Porf@dppb. Os dados sdo
apresentados como média + desvio padrdo. ns = ndo significativo (p > 0,05); **p < 0,01,

wx5p < (0,001 **p < 0,0001

5.6 Analise da Geracdo de ROS

A producdo intracelular de ROS foi avaliada para investigar o potencial de
ativacdo fotodinamica dos fotossensibilizadores. Esse experimento mede o estresse
oxidativo gerado dentro das células apods a irradiacdo luminosa, um dos principais

mecanismos responsaveis pela eficacia da PDT (detalhes na se¢do 3.3.2.7).
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Nas células de melanoma A375, a produgdo intracelular de ROS aumentou cerca
de 150% em relagdo ao controle apds o tratamento fotodinamico com os complexos
Porf@dppb e Porf@dppf, avaliados em suas respectivas concentragdes de ICso.
Observou-se que a produgao de ROS aumentou de forma dose dependente a concentragao

dos compostos, sem diferencas relevantes entre eles (Figura 20).
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Figura 20: Geragdo intracelular de ROS em células de melanoma A375 tratadas com os
complexos Porfl@dppb e Porf@dppf apos PDT (LED 415 nm, dose de luz de 1,8 J/cm?).
Os niveis de ROS foram detectados utilizando a sonda fluorescente DCFH-DA. Os dados
sdo apresentados como média + desvio padrdo. ns = ndo significativo (p > 0,05); *p <

0,05; **p < 0,01; **p < 0,0001.

5.7 Discussdo

A complexacdo da meso-tetra(4-piridil)porfirina (TPyP) com diferentes ligantes
periféricos de paladio(Il)-fosfina modulou as propriedades bioldgicas, tanto em termos

de citotoxicidade (no escuro) quanto de fototoxicidade sob irradia¢do (415 nm, 1,8
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J-cm™). Na auséncia de luz, trés dos quatro precursores, PdClz(dppe), PdClz(dppp) e
PdClx(dppb), apresentaram valores de ICso superiores a 50 pM em todas as linhagens
celulares testadas. Em contraste, o precursor PdCl(dppf) exibiu -citotoxicidade
significativamente maior no escuro, com ICso variando de 4,2 a 6,3 uM.

Essa maior atividade citotoxica pode ser atribuida a presenca do grupo ferroceno,
cujos ions de ferro podem participar de reagdes redox intracelulares, catalisando a
decomposi¢do do peréxido de hidrogénio (H20:) por meio de reagdes do tipo Fenton.
Esse processo gera radicais hidroxila (*OH), espécies altamente reativas e citotdxicas que
intensificam o estresse oxidativo e contribuem para a morte celular [88].

Considerando que o melanoma é um cancer cutaneo de localizagdo superficial,
utilizou-se uma fonte de luz LED de 415 nm para a irradiacdo. Esse comprimento de onda
¢ amplamente utilizado em estudos de melanoma devido a sua forte sobreposicdo com a
banda Soret das porfirinas e a sua comprovada eficiéncia na ativagao fotodinamica sob
luz azul. Akasov et al. (2019) [63] demonstraram que a irradiagdo com luz azul (~450 nm
e 5 J/em?), na presenca de flavina mononucleotideo, promoveu regressao tumoral
significativa (~85-90%) em um modelo murino de melanoma e reduziu a viabilidade
celular (ICso = 10-30 uM) em cé¢lulas humanas de melanoma A375, confirmando a
efetividade da luz azul mesmo na presenca de pigmentacdo melanica.

Embora a melanina seja frequentemente considerada uma das principais barreiras
a Terapia Fotodinamica, os compostos avaliados neste trabalho foram capazes de induzir
potentes efeitos fotodindmicos na faixa nanomolar. Quando irradiados a 415 nm, todos
os complexos exibiram acentuada redu¢do dos valores de ICso (1-27 nM), demonstrando
sua capacidade de superar limitacdes Opticas relacionadas a melanina e confirmando sua
elevada eficiéncia na geragao de ROS e forte potencial fototdxico.

Enquanto isso, sistemas porfirinicos estruturalmente semelhantes recentemente
relatados na literatura tém apresentado valores de ICso na faixa micromolar. Martin et al.
(2024) [89] reportaram ICso de 0,47 £+ 0,12 uM contra a linhagem B16-F10 sob irradiagdo
a 415 nm (4 J-cm™), atribuidos a liberacdo combinada de NO e geragao de oxigénio
singlete (®a = 0,29). De modo semelhante, Trentin et al. (2024) [48] investigaram duas
porfirinas de paladio(Il), 3-PdTPyP e 4-PdTPyP, que exibiram forte fototoxicidade (ICso
=0,43 uM para A375 e 0,51 uM para B16-F10) sob irradiacdo com LED (50 mW-cm™2,
90 min, 270 J-cm™).

Entre os complexos avaliados neste estudo, o Porf@dppf apresentou a maior

citotoxicidade, consistente com o carater redox-ativo do ligante ferroceno, enquanto o
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Porf@dppb se destacou por sua maior seletividade. O Porf@dppb apresentou o maior
indice fototoxico. Um fator relevante que contribui para a fotocitotoxicidade do
Porf(@dppf ¢ sua maior lipofilicidade conferida pela unidade ferroceno, a qual aumenta a
permeabilidade de membranas celulares e a acumulacdo intracelular do
fotossensibilizador [27]. A elevada acumulagdo em organelas criticas, como mitocondrias
e lisossomos, amplifica o dano oxidativo mesmo sob condi¢des de rendimento quantico
reduzido de oxigénio singlete [90].

Embora os compostos avaliados nao apresentem indices de seletividade elevados,
0 que limita seu uso em abordagens sist€émicas, como a administracdo intravenosa, essa
limitagdo ndo inviabiliza sua aplicagdio em PDT para o tratamento de melanomas
superficiais. Nesses casos, o fotossensibilizador pode ser administrado de forma
localizada na regido de interesse, € a ativagao luminosa € restrita a area irradiada. Como
consequéncia, o dano fotodinamico ocorre de maneira pontual e espacialmente
controlada, resultando predominantemente na destrui¢ao do tecido tumoral exposto a luz,
com minima extensdo aos tecidos adjacentes.

Analises morfoldgicas revelaram que células A375 expostas a Porf@dppb e
Porf@dppf sofreram alteragdes apoptoticas caracteristicas, incluindo perda de adesao,
fragmentacdo nuclear e colapso da monocamada apds 48 h. Ensaios de migragao (wound
healing) e clonogenicidade confirmaram que ambos os compostos inibem a migragdo e a
formacgao de colonias mesmo em baixas concentragoes [91].

O aumento da producao de ROS sugere que a citotoxicidade esta associada a danos
mediados por estresse oxidativo. Resultados semelhantes, relatando a ruptura de
membranas mitocondriais e acimulo de ROS em células de melanoma expostas a
porfirinas de Pd(II) sob luz, ja foram descritos por outros autores, reforcando que a
desestabilizagdo mitocondrial € o estresse oxidativo sdo eventos-chave nos mecanismos

de morte celular induzida por PDT [87].
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5.8 Conclusao

A complexagdo da meso-tetra(4-piridil)porfirina (TPyP) com ligantes periféricos
de paladio(II)-fosfina modulou significativamente suas propriedades fotodindmicas. O
grupo ferroceno presente em Porf@dppf conferiu maior citotoxicidade e lipofilicidade,
favorecendo a captagdo celular e o dano oxidativo, enquanto o Porf@dppb se destacou
por sua seletividade tumoral. Apos irradiacdo, todos os complexos apresentaram forte
fototoxicidade (ICso na faixa nanomolar), associada a intensa geragao de ROS, indugdo

de apoptose, inibicdo da migracgdo celular e fragmentagdo de DNA.
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Capitulo 6

Atividade fotodinamica em
modelo 3D de cancer de
pancreas

Os resultados deste capitulo foram publicados no artigo: CRUZ DE MORAES, Edynara
et al. Palladium (II)-Complexed meso-Tetra (4-pyridyl) porphyrin: Photodynamic
Efficacy in 3D Pancreatic Cancer Models. ACS omega, v. 10, n. 44, p. 53564-53571,
2025.
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6.1  Eficiéncia de internalizag¢do celular

Para comparar a eficiéncia de internalizagdo celular dos compostos
fotossensibilizadores, avaliou-se a captacdo dos compostos Porf@dppt e Porf@dppb
pelas células cancerigenas pancreaticas (MIA PaCa-2), utilizando a intensidade de
fluorescéncia medida por citometria de fluxo (detalhes na se¢do 3.3.3.7). Conforme
ilustrado na Figura 21, a captacao do composto Porf@dppf (intensidade de fluorescéncia
de 991,3 ua) foi aproximadamente 136% superior a observada para o composto
Porf@dppb (420 ua), indicando uma maior eficiéncia de internalizacdo do Porf@dppf

nessas células.
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Figura 21:Captagdo intracelular dos compostos Porf@dppb e Porfl@dppf em células
MIA PaCa-2 apos 90 minutos de incubagdo no escuro. Os dados estdo apresentados

como média * desvio padrdao. **p < 0,01; **p < 0,0001.

6.2  Eficacia da Terapia Fotodinamica em modelo tumoral 3D
homogéneo

A eficacia da Terapia Fotodinamica utilizando os compostos Porf@dppf e
Porf@dppb foi investigada em um modelo tridimensional homogéneo de esferoides
tumorais formados por células MIA PaCa-2 (detalhes na secdo 3.3.3.2). Imagens de
fluorescéncia e andlises de curva dose-resposta foram realizadas trés dias apds a

exposicao a luz, com o objetivo de avaliar os efeitos fototdéxicos em diferentes
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concentragdes dos compostos. As imagens de fluorescéncia e curvas dose-resposta sao
apresentadas na Figura 22. Nenhum dos compostos apresentou citotoxicidade na auséncia
de luz, confirmando a auséncia de toxicidade no escuro nas concentragoes testadas. O
composto Porf@dppf demonstrou consistentemente efeitos fototéxicos superiores em
relacdo ao Porf@dppb em todas as concentracdes testadas. Especificamente, na
concentragdo de 3 uM, o Porf@dppf apresentou um ICso de 1,3 J/cm?, aproximadamente
4,4 vezes menor que o ICso de 5,7 J/cm? observado para o Porf@dppb (Tabela 7),

destacando sua eficacia fotodinamica superior neste modelo 3D.
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Figura 22: Imagens de fluorescéncia (mCherry) e curva dose-resposta da PDT de
esferoides homogéneos de MIA PaCa-2 tratados com os compostos Porflwdppf e
Porflwdppb na concentragao de (A e B, respectivamente) 1 uM, (C e D, respectivamente)
2uMe (EeF, ) 3 uM, seguidos de irradiagdo com diferentes doses de luz (1,5; 3; 6 e 10
J/em?). Grupos controle (ndo tratados) e dark (tratados sem luz) foram incluidos para
comparagdo.
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Tabela 6. Valores de ICso (J/cm?) para os fotossensibilizadores Porfl@dppf e Porfl@dppb
nas concentragoes de 1, 2 e 3 uM em esferoides tumorais 3D compostos por células

mCherry-MIA PaCa-2.

Compostos 1Cs (uM)

1 uM 2 uM 3 uM
Porf@dppf 7,2+0,8 3,7+0,1 1,3+0,1
Porf@dppb 9,8+0,1 6,6 = 0,6 5,7+0,1

6.3 TFD em Modelo Tumoral 3D Heterogéneo

A fototoxicidade do composto Porf@dppf em esferoides heterogéneos foi
avaliada por meio de imagens de fluorescéncia e curvas dose-resposta, trés dias apds o
protocolo de irradiacdo (detalhes na se¢ao 3.3.3.3). Para a concentracdo de 1 uM, a
imagem de fluorescéncia estd apresentada na Figura 23A e a curva dose-resposta
correspondente na Figura 23B. Para 2 uM, a imagem de fluorescéncia encontra-se na
Figura 23C e a respectiva curva na Figura 23D.

Para 3 uM, as analises estao disponiveis na Figura 23E (imagem de fluorescéncia)
e Figura 23F (curva dose-resposta). Nenhum dos compostos causou reducdo na
viabilidade dos esferoides na auséncia de luz, confirmando a auséncia de citotoxicidade
no escuro. Os resultados de ICso apresentados na tabela 8 demonstram que ambos os tipos
celulares responderam de forma semelhante ao tratamento, indicando que os
fotossensibilizadores induzem danos fotodinamicos com eficacia comparavel tanto nas
células de cancer pancreatico quanto nos fibroblastos associados ao tumor. Esse efeito ¢
particularmente evidente na concentragdo de 3 uM, em que os valores de ICso foram de
2,3 J/ecm? para as células mCherry MIA PaCa-2 e de 2,6 J/cm? para os EGFP-PCAFs,

respectivamente.
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Figura 23: Curva dose-resposta da DPT. Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia
mCherry e EGPF e curva dose resposta em esferoides heterogéneos de MIA PaCa-2
cocultivados com PCAFs e tratados com Porf@dppb e Porf@dppf na concentracdo de
(A e B, respectivamente)/ uM, (C e D, respectivamente) 2 uM e (E e F, respectivamente)
3 uM apos irradiacdo com doses crescentes de luz (1,5; 3; 6 e 10 J/cm?). Os valores de
fluorescéncia foram normalizados em relagdo ao grupo dark.

Tabela 7: Valores de ICso (J/cm?) obtidos para o composto Porfl@dppf testado em
diferentes concentragoes (1, 2 e 3 uM) em esferoides tumorais 3D. A viabilidade foi
avaliada em duas linhagens celulares: mCherry-MIA PaCa-2 (adenocarcinoma ductal

pancredtico humano).

. I1Cso (uM)
Linhagem 1M 2 uM 3 uM
mCherry-MIA PaCa 2 10> 4,7+0,4 2,3+0,1
EGFP-PCAFs 10> 6,1 £0,5 2,6 0,5
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6.4  Analise Cinética da Geracgdo de ROS Induzida

Para investigar a eficiéncia fotossensibilizadora e a dindmica temporal da geragao
de ROS, avaliamos a resposta dependente da dose e do tempo dos complexos Porf@dppf
e Porf(@dppb apos irradiagdo com luz (detalhes na secdo 3.3.3.6). Essa andlise teve como
objetivo determinar a estabilidade e a persisténcia da producdo de ROS ao longo do
tempo, bem como comparar o desempenho fotodinamico de ambos os compostos sob
diferentes doses de luz.

O composto Porf@dppf apresentou uma resposta dose-dependente e sustentada,
com aumento médio na intensidade de fluorescéncia em relagdo ao controle de
aproximadamente 38%, 77%, 112% e 120% para as doses de 1,5; 3; 6 ¢ 10J/cm?,
respectivamente (Figura 24A). Esses valores mantiveram-se estaveis ao longo de 2 horas,
indicando uma geracdo continua e eficiente de ROS.

Em contraste, o composto Porf@dppb exibiu um perfil de resposta distinto. No
tempo inicial (Oh), apenas as doses mais elevadas (6 ¢ 10 J/cm?) induziram aumentos
significativos na produc¢do de ROS, com incrementos de 47% e 68%, respectivamente,
em comparacao ao controle (Figura 24B). Esses niveis permaneceram constantes até 1h,
com destaque para a dose de 10J/cm? que atingiu um pico de 154% em relagdo ao
controle. No entanto, apds 2 horas, observou-se uma queda acentuada na fluorescéncia
para todas as doses, indicando uma redugao na capacidade de geragdao de ROS. As doses
mais baixas (1,5; 3 e 6J/cm?) passaram a apresentar valores semelhantes ao controle,
enquanto a dose de 10J/cm? embora ainda eficaz (62%), apresentou uma reducgdo

significativa em relagdo ao valor maximo observado (154%).
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Figura 24.: Geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) induzida pelo composto (a)
Porfl@wdppb e (b) Porflwdppf (3 uM) em células tratadas sob diferentes condigoes de luz.

As células foram expostas a doses de luz de 1,5; 3; 6 e 10 J/cm?.

6.5 Imunogenicidade Induzida pela Terapia Fotodindmica com

Porfl@dppf

O efeito de diferentes doses de luz sobre a exposicao de calreticulina em células
MIA PaCa-2, como indicador de morte celular imunogénica, foi investigado (detalhes na
secdo 3.3.3.8). Observou-se um aumento significativo na exposi¢ao de calreticulina em
resposta a dose de luz (Figura 25A e 25B). A dose de 10 J/cm? resultou em uma
intensidade de fluorescéncia de 5117,3 wua, representando um aumento de
aproximadamente 514% em comparagdo ao controle ndo irradiado (0 J/cm?; 833 ua). Em
contraste, a dose de 1,5 J/cm? (802 ua) ndo apresentou diferenca estatisticamente

significativa em relagdo ao controle, indicando um efeito dependente da dose.
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Figura 25: Exposi¢do de calreticulina na superficie celular apos tratamento com o
composto Porfl@dppf (3 uM) e irradia¢do com doses crescentes de luz (0, 1,5 e 10 J/cm?).

Observa-se uma resposta dependente da dose, com forte sinal de fluorescéncia na dose.

6.6  Acumulo Subcelular de Complexos Metalicos: Efeitos em
Lisossomos e Mitocondrias

A andlise por microscopia de fluorescéncia demonstrou que os complexos
Porf@dppf e Porf@dppb apresentam padrdes distintos de atividade subcelular (Figura
26) (detalhes na se¢ao 3.3.3.9). O marcador lisossomal (Lysotracker, verde) revelou uma
reducdo significativa na fluorescéncia nas células tratadas com ambos os complexos em
comparagdo ao controle, sugerindo baixa retencdo lisossomal ou possivel
comprometimento da integridade desses organelos. Em contraste, a coloragao
mitocondrial (Mitotracker, vermelho) mostrou aumento na intensidade de fluorescéncia

nas células tratadas, especialmente com o complexo Porf@dppf.
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Figura 26: Andlise por microscopia de fluorescéncia da integridade mitocondrial

(vermelho), lisossomal (verde) e nuclear (azul) apos tratamento com os complexos.

6.7 Discussdo

O presente estudo investigou a atividade fotodinamica de dois novos
fotossensibilizadores, Porf@dppb e Porf@dppf, utilizando modelos tridimensionais
homogéneos e heterogéneos de PDAC. Entre os compostos avaliados, o Porf@dppf
demonstrou a maior eficacia fotodinamica em todas as condigdes testadas. Um dos
principais fatores contribuintes é a presenga do grupo ferroceno, que introduz ions de
ferro capazes de participar de reacdes redox intracelulares. Esses ions catalisam a
decomposi¢cdo do perdxido de hidrogénio (H:0:) pela reacao de Fenton, levando a
formacdo de radicais hidroxila (*OH), espécies altamente reativas e citotoxicas que
contribuem significativamente para o estresse oxidativo e para a morte celular [88].

Em esferoides homogéneos compostos apenas por células tumorais, o tratamento
com Porf@dppfa 1l uM e 10 J/cm? reduziu a viabilidade celular para aproximadamente
20%. Esse resultado ¢ notavelmente semelhante ao relatado por Saad et al. (2022) [92],
que utilizaram fotoimunoterapia com conjugados cetuximabe-BPD e obtiveram niveis
comparaveis de citotoxicidade. Vale destacar que o verteporfina ¢ um fotossensibilizador

de segunda geragdo aprovado clinicamente, caracterizado por absor¢do na regido do
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vermelho (~690 nm), alto rendimento quantico de oxigénio singlete e rapida depuragao.
Quando componentes estromais foram introduzidos no sistema 3D, gerando esferoides
heterogéneos contendo 90% de PCAFs, a eficacia do Porf@dppf tornou-se ainda mais
evidente. Em 2 uM e 10 J/cm?, o composto induziu erradicagdo completa dos esferoides.
Em comparacdo, De Silva et al. (2021) [93] relataram ~10-15% de viabilidade residual
utilizando um conjugado fotoimunonanotecnoldgico triplo-alvo carregado com
verteporfirina, em 1 pM e 100 J/cm?, em um modelo contendo 50% de PCAFs. Apesar
das diferencas em dose de luz, formulacao do farmaco e propor¢do estromal, nossos
resultados destacam que um fotossensibilizador ndo direcionado pode alcancgar eficacia
comparavel, ou até superior, mesmo em cenarios altamente desmoplasicos

Outro aspecto crucial observado foi a maior captacdo intracelular do Porfl@dppf,
possivelmente como consequéncia de sua maior lipofilicidade, a qual facilita a difusao
passiva através da bicamada lipidica da membrana plasmatica. Esse comportamento pode
estar relacionado a presenca da unidade ferrocénica no ligante difosfinico, que confere
propriedades de capazes de mimetizar, a0 menos parcialmente, interacdes do ferro com
biomoléculas. Essa caracteristica pode ser particularmente relevante no contexto tumoral,
uma vez que células cancerigenas apresentam uma demanda aumentada por ferro em
comparagdo as células normais, frequentemente associada a superexpressao de receptores
de transferrina, a proteina transportadora desse metal no plasma [94].

A analise cinética da geragao de ROS revelou perfis fotoreativos distintos para os
complexos Porf@dppf e Porf@dppb apds a irradiagcdo. O Porf@dppf exibiu uma
produgdo de ROS sustentada e dependente da dose, com intensidades de fluorescéncia
aumentando progressivamente com a dose de luz e permanecendo estidveis por um
periodo de 2 horas. Por outro lado, o ligante difenilfosfinobutano (dppb), embora
possivelmente contribuindo para a formagdo inicial de ROS, pode ndo sustentar a
liberacdo prolongada de ROS sob exposicdo luminosa estendida, possivelmente devido a
degradacdo do ligante ou a redu¢do do tempo de vida do estado tripleto.

Nossos resultados utilizando os marcadores MitoTracker Red e LysoTracker
confirmam ainda que a PDT induz danos as organelas celulares essenciais. O aumento
acentuado da fluorescéncia mitocondrial apos o tratamento indica perda significativa do
potencial de membrana mitocondrial (A¥m), refletindo disfuncdo mitocondrial grave
caracteristica da via intrinseca de apoptose. Simultaneamente, a diminui¢do da
fluorescéncia lisossomal indica que os lisossomos foram danificados, permitindo que

enzimas digestivas escapem para o citoplasma, contribuindo para processos de morte
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celular. A membrana lisossomal contribui ndo apenas para a morte celular necrotica, mas
também pode induzir respostas inflamatdrias, mecanismo particularmente relevante em
terapias que visam estimular a imunidade antitumoral [95-97].

A calreticulina atua como um DAMP, funcionando como um sinal de ‘me
reconheca ¢ me elimine’ para células apresentadoras de antigeno, promovendo o
recrutamento e ativagdo de células dendriticas, seguido pela ativagao de linfocitos T [98].
De acordo com a literatura, a liberagdo de DAMFS como a calreticulina pode induzir um
efeito imunomodulador relevante ao promover a conversao de um microambiente tumoral
imunologicamente ‘frio’, caracterizado por baixa imunogenicidade, em um
microambiente ‘quente’, mais permissivo a infiltra¢do e ativagdo de células imunologicas
[99]. Esse fenomeno € particularmente importante em tumores como o PDAC, conhecidos
por sua evasao imunologica.

Além disso, estudos demonstraram que o ferro pode influenciar a polarizagdo de
macrofagos, favorecendo o fendtipo pro-inflamatoério M1, o qual promove um ambiente
tumoral mais favordvel a ativacdo de respostas imunes antitumorais [99]. Embora a
exposicao de calreticulina seja um marcador classico de imunogenicidade, a indugao de
morte celular imunogénica por fotossensibilizadores de segunda geragdo tem apresentado
eficdcia limitada em modelos tumorais desmoplésicos, incluindo PDAC. Essa limitacdo
decorre da baixa penetracdo tecidual e da incapacidade de sustentar niveis robustos de
ROS necessarios para acionar respostas adaptativas eficazes [95-97].

Nesse contexto, a observagao de exposicao de calreticulina ap6s o tratamento com
Porf@dppf sugere que esse composto oferece vantagens claras em relacdo aos
fotossensibilizadores convencionais. Essa caracteristica posiciona o Porf@dppf mais
proximo do perfil dos ‘fotossensibilizadores de proxima geragao’, nos quais a capacidade
de estimular respostas imunologicas antitumorais ¢ considerada altamente desejavel,

especialmente para tumores de dificil tratamento, como o PDAC.

92



6.8 Conclusao

Este estudo destaca o promissor potencial do complexo Porf@dppf como um
fotossensibilizador eficaz para a Terapia Fotodindmica contra o PDAC. Gragas a uma
combinacdo de propriedades fisico-quimicas favoréaveis, especialmente a presenca do
grupo ferroceno e o aumento da lipofilicidade, o Porf@dppf apresentou maior captagao
celular, geracdo de ROS sustentada e dependente da dose e acentuada capacidade de
desestabilizar mitocondrias e lisossomos em modelos tridimensionais tumorais
homogéneos e heterogéneos. Esses efeitos resultaram em significativa inducdo de
apoptose e em sinais de morte celular imunogénica, incluindo exposicao de calreticulina

e danos a organelas essenciais.
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Perspectivas futuras

Os achados deste trabalho indicam que estudos futuros deverdo avangar para
modelos in vivo murinos, tanto para melanoma quanto para cancer de pancreas, com o
objetivo de avaliar de forma mais realista a eficacia terapéutica dos complexos
porfirinicos. No melanoma, o uso de modelos animais permitird investigar com maior
profundidade a influéncia da melanina na resposta fotodindmica. Ja no cancer de
pancreas, a transi¢ao para sistemas in vivo sera essencial para compreender a capacidade
da terapia em modular o microambiente tumoral, incluindo matriz extracelular,

inflamagao e resposta celular ao estresse oxidativo.
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Nanomateriais” obtendo a média 95 relativa a avaliagdo de desempenho individual, ao seminario
apresentado e ao relatério de concluséo. O participante também apresentou trabalho intitulado "Terap},a
fototérmica mediada por NP de magnetita dopadas Zn e Co promove morte de células de cincér
de pulméo A549 em tecido 3D ". s

Rio de Janeiro, 24 de abril de 2023 / ¥

Flavio Garcia
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COMITE ORGANIZADOR

CBPP | CENTRO BRASILEIRO DE PESQUISAS FISCAS

\ / I WO ABOr CERTIFICADO
PPGFi4ica

Certificamos, para os devidos fins, que EDYNARA CRUZ DE MORAES apresentou na
modalidade de Painel o trabalho “ Avaliagao fotodindmica in vitro de Porfirinas de Palddio
em células cancerigenas de melanoma murmo (B16F10)" durante o VI Workshop do
Programa de P6s-Graduagao em Fisica, realizado no dia 06 ¢ 07 de novembro de
2023, no Instituto de Fisica da Universidade Federal de Goiis

Goiania, 09 de novembro de 2023

hveas Celeo
Prof. Dr. Lucas Chibebe Céleri /
Coardenador do PPGF ‘!r UFG

Universidade Foderol de Goids ‘ DNIVI'!IDADI
Instituto de Fisica

Prof. Dy. Lawo Juse Quetros
Diretor do IF.UFG
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V I WORESHOR CERTIFICADO

PPGFl“w

Certificamos, para os devidos fins, que EDYNARA CRUZ DE MORAES apresentou na
modalidade de Painel o trabalho “Avaliagao Fotodindmica In Vitro de Porfirinas com
Complezxos de Palddio em Células Cancerigenas de Melanoma (B16F10)" durante o VII
Workshop do Programa de P6s-Graduagao em Fisica, realizado no dia 10 ¢ 11 de
setembro de 2024, no Instituto de Fisica da Universidade Federal de Goias.

Goilania, 17 de setembro de 2024
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PtoLcDL Lucas m;?h. _.\\ U F G
‘ P
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NS Instituto de Fisica
—
Prof. Dr. Lawre Juse Quetros
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'mmmapﬂ ‘
na terapia fotodinimica in vitro em melanoma n

Séo Paulo/SP.

Sio Paulo, 4 de outubro de 2025.

A Gumni. Cosdiielll W .
Dr. Angel 4 Silva Martinex Dra. Simone Coutinhe Cardoss =

Presidente 29° CBFM 2025 mmm
Presdente ABFM Bibnio 2024/2025 Owetora de Enuno @ Pesqusa do ABFM
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