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1. INTRODUGAO
O cancer é uma doenga de incidéncia global e surge por meio de fatores
geneticos e ambientais, alguns individuos sao mais susceptiveis ao
desenvolvimento de tumores em fungdo de alteragbes no seu Acido

Desoxirribonucleico (DNA) (ALEXANDROV et al., 2018). O cenario da doenga
€ crescente para os anos de 2023, 2024 e 2025 de acordo com Instituto Nacional
de Cancer (INCA), com 8.980 novos casos de melanoma por ano. De forma
analoga aos seres humanos, o cancer € uma das principais causas de morte
entre os caes (ADAMS et al., 2010). O melanoma maligno oral (MMO) é um tumor
agressivo que tem origem nos melandcitos, células produtoras de melanina. O
melanoma oral canino é frequente entre caes adultos e idosos, representando
cerca de 35% das malignidades orais caninas. A letalidade da doenga é
evidenciada pelo alto potencial metastatico, se espalhando para outros érgaos,
como pulmbdes e linfonodos, prejudicando fungbes vitais, levando ao
comprometimento da qualidade de vida e eventual morte do animal (SMITH et al.,
2002).

Atualmente, as opg¢des de tratamento do MMO incluem: cirurgia, quimioterapia,
radioterapia, imunoterapia e terapia-alvo. Esse tipo de cancer € identificado
através da observagao clinica de manchas ou pintas escuras localizadas em
varias regides da boca, incluindo mucosa labial, gengiva, palato ou lingua. Além
disso, o diagnostico é complementado por biopsia da lesdo para analise
histopatolégica. Dessa forma, a pesquisa de novas estratégias de tratamento é
interessante tanto para melhorar o prognostico dos caes acometidos pela doencga,
como, também, para fornecer pistas acerca dos mecanismos moleculares
envolvidos no desenvolvimento da doenga em humanos (GILLARD et al., 2013).

Neste sentido, a terapia fotodinamica (TFD) representa uma abordagem
moderna, pouco invasiva e mais seletiva no tratamento de neoplasias malignas. O
processo se baseia na administracdo de fotossensibilizadores, que ao serem
estimulados pela luz, em comprimento de onda especifico, exibem atividade
contra células cancerigenas. Os danos causados advém da formagao de espécies
reativas de oxigénio (EROS), capazes de comprometer proteinas, lipideos e
outras moléculas importantes presentes no citoplasma (KESSEI et al., 2010).

Os EROS sao os causadores do estresse oxidativo, possibilitado pela agao de
compostos, como as porfirinas. Além disso, as espécies reativas sao capazes de
interagir com diferentes componentes celulares. Estudos demonstram que a
modificagdo das porfirinas com metais de transicdo intensificam o estresse
oxidativo na célula tumoral (WU et al., 2020). As porfirinas, compde processos
biolégicos vitais, como o transporte de oxigénio no sangue. Ao longo dos anos,
diversos candidatos a fotossensibilizadores vem sendo avaliados no tratamento
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do cancer, na década de 70 ja haviam pesquisas com hematoporfirinas derivadas
das porfirinas. Em 1995, Dr. Thomas Dougherty e seu grupo obtiveram pela
primeira vez a aprovagao do Food And Drug Administration (FDA) para o uso do
PHOTOFRIN® no tratamento de alguns canceres, como o de pulmao e eséfago.
Diferentes ions metalicos podem ser associados a estrutura quimica tetrapirrolica
das porfirinas, levando a combinagdes que exibem resultados antitumorais
promissores (LUO et al., 2022).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi a avaliagao in vitro da agao citotoxicidade
de trés porfirinas associadas ao metal paladio (Pd) em uma linhagem celular de
melanoma oral canino (CMDG5), no qual a avaliagdo da citotoxidade dos
compostos foi realizada através do ensaio de viabilidade celular.

2. METODOLOGIA
2.1. Fotossensibilizadores Porfirinicos de Paladio

O Laboratorio de Bioinorganica e Materiais Porfirinicos (LBMP), pertencente a
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), foi responsavel pela sintese e
caracterizagcdo das Porfirinas de Paladio. Os compostos de formula quimica
C184H146C|4N8P8Pd44+, C176H13SC|4F64N8P8Pd44+ e C168H190C|8N20Pd44+ foram
nomeados como 3-Pd(PPh3), 3-Pd(dppf) e 3-Pd(PEPSI), respectivamente. As
porfirinas avaliadas foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO).

2.2. Cultivo Celular

A linhagem celular de melanoma oral canino (CMDGS5) foi cultivada em meio
Dulbecco’s modified Eagle’s media (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB). O cultivo celular foi mantido em incubadora umidificada em
condigdes controladas de 37 °C e 5% de CO,.

2.3. Grupos Experimentais e Ensaio Fotodinamica

Para este estudo foram criados dois grupos experimentais: grupo com a
presencga de luz (claro) e grupo com auséncia de luz (escuro). Dessa forma, apos
24 horas do plaqueamento das células, cada grupo foi tratado com sete diferentes
concentragdes das trés porfirinas de paladio (100, 50, 28, 14, 7, 3,75 e 1,7nM). Os
fotossensibilizadores sao ativados pela luz, assim, o grupo de exposig¢ao a luz
passou por uma sessao de fototerapia. Nessa terapia, as porfirinas foram
submetidas a luz branca com comprimento de onda entre 400 e 800 nm,
proveniente de um sistema de lampada LED de 100 W) a uma taxa de 50
mW/cm2, durante os 30 minutos a uma distancia de 15 cm da placa de cultivo
(totalizando uma dose de luz de 45 J/cm2). Apds essa exposigao a luz, as placas
foram recolocadas na incubadora e em 24 horas depois a avaliagcdo de
citotoxicidade foi realizada.

2.4. Ensaio colorimétrico de MTT (Ensaio de Proliferagao Celular)

O Ensaio de MTT se baseia na conversdo do reagente brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio de cor amarela em cristais de
formazan de cor azul-purpura a depender da atividade metabdlica das
mitocondrias de células viaveis. Através da medicdo da absorbancia a 492 nm por
espectrofotometria foi possivel identificar a porcentagem de células vivas apds o
tratamento.

As células da linhagem CMDGS5 foram cultivadas em placas de cultura de 96

pocos, com 1,0 x 10* células por poc¢o, usando diferentes concentracbes dos
compostos. Controles incluiram meio de cultura como controle negativo e meio de
cultura com DMSO na maior concentracdo dos compostos (com concentragao
<0,5%) por pogo como controle do veiculo. Apds 24 horas de ativagdo das
substancias por fototerapia, o sal MTT foi adicionado a cada pog¢o na
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concentracdo de 5 mg/mL. A absorbéancia foi medida com um espectrofotémetro
(Thermo Plate TP-Reader) e o percentual de inibicdo do crescimento foi calculado
pela formula: %inibicdo (Absorbancia das células tratadas / Absorbancia das
células de controle) x 100.

2.6. Analise estatistica

As analises foram realizadas com ANOVA de uma via e para distinguir grupos,
foi aplicado o pds-teste de Tukey para comparagdes multiplas. Todas as analises
estatisticas foram conduzidas usando o software GraphPad Prism 8, com um
nivel de significancia estatistica definido em p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os valores de IC5y obtidos a partir dos grupos (Tabela 1) pode-se
inferir que as porfirinas mais promissoras foram 3-Pd(dppf) e 3-Pd(PPh3),
respectivamente, apresentando alta citotoxicidade nas células testadas. Em
comparagao, a porfirina 3-Pd(PEPSI) apresentou resultados menos eficazes,
sendo necessaria uma dose maior do composto para inibir a proliferacéo celular
em 50%. Valores distintos podem ocorrer devido a constituigdo das porfirinas de
paladio, que varia em um aspecto: o ligante coordenado ao paladio. Sendo assim,
a porfirina 3-Pd(PPh3) apresenta o elemento fésforo como ligante coordenado,
3-Pd(dppf) possui ferro e 3-Pd(PEPSI) ndo apresenta nenhum ligante. A escolha
do metal associado é importante, pois diferentes ions vem demonstrando
resultados promissores, como o ferro (Fe) que desempenha um papel notério no
aumento do estresse oxidativo (ZHOU et al., 2018).

Porfirina 1C5; (nM)
3 Pd (PPh3) 19,92 + 3,17
3-Pd (dppf) 19,03 + 5,285
3-Pd (PEPSI) 458 85 + 14 41

Tabela 1. Valores de ICs, dos compostos 3-Pd(PPH3), 3-Pd(dppf) e 3-Pd(PEPSI) apds terapia
fotodindmica na linhagem CMDGS5.

Com base nos valores das absorbancias, o percentual de inibicdo da
proliferacédo celular pela agao dos compostos foi representado nos grupos claro e
escuro. Os resultados gerados exibem valores de inibicdo para cada uma das
sete concentracdes testadas neste estudo. Resultados obtidos a partir dos grupos
nao expostos a luz (escuro) demonstraram valores de inibicdo abaixo de 20% em
todos os compostos, indicando que a inibicdo verificada no grupo claro ocorre
devido a ativagao das porfirinas aplicadas como fotossensibilizadores na linhagem
de melanoma oral canino. Assim, as porfirinas submetidas a fototerapia
demonstram potencial antitumoral e seletividade por células neoplasicas (FIGGE et
al, 1948). As porfirinas se ligam as células cancerigenas, sua capacidade de se
acumular seletivamente em células tumorais, interagir com DNA e proteinas as
tornam bons candidatos a fotossensibilizadores na terapia fotodinamica (NISHIDA
et al., 2021).

Diversas pesquisas sugerem que a terapia fotodindmica é eficaz na reducéao
da inflamacéao periodontal, no tratamento de feridas infectadas e na melhora da
osseointegracdo em caes, com estudos também indicando seu potencial em
oncologia veterinaria (GUIMARAES et al., 2022), a escolha do fotossensibilizador
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deve levar em consideragao caracteristicas, como alta producdo de EROS na
presenca de luz, boa absor¢cdo de luz no espectro terapéutico, seletividade e
baixa toxicidade na auséncia de luz, como foi verificado no grupo escuro do
presente estudo. Além disso, as formas de aplicagdo do composto mais comuns
em céaes e gatos incluem: via intravenosa e administragédo oral. Abordagens como
0 uso topico podem apresentar contraindicacdo dependendo do caracter
hidrofilico ou hidrofébico do medicamento. Dessa forma, a porfirina de paladio
sintetizada, 3-Pd(dppf), demonstra ser um fotossensibilizador promissor para
futuras analises complementares.
4. CONCLUSOES

Com isso, o presente estudo conclui a analise in vitro da citotoxicidade de
porfirinas de paladio em células de melanoma oral canino. O composto 3-Pd(dppf)
representa um potencial candidato a fotossensibilizador para a terapia do cancer
em caes acometidos pelo melanoma maligno oral. Futuras pesquisas
relacionadas ao mecanismo de agao exato sdo necessarias para complementar a
avaliacao da eficacia do tratamento e abrir portas para disponibilizacao de mais
uma alternativa aos fotossensibilizadores convencionais utilizados na terapia
fotodinamica.
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