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RESUMO 
 

COUTO, Gabriela Klein. O uso da terapia fotodinâmica em linhagem de 
melanoma metastático. 2020. 118f. Tese (Doutorado em Bioquímica e 
Bioprospecção) – Programa de Pós-Graduação em Bioquímica e Bioprospecção 
da Universidade Federal de Pelotas, 2020. 
 
Terapias alternativas têm sido estudadas a fim de otimizar o tratamento de 
patologias agressivas como o câncer, que é uma das doenças com maior 
impacto na vida de pacientes. O melanoma é um tipo de câncer de pele que se 
origina e se desenvolve nos melanócitos.  Foram estimados, para o triênio 2020-
2022, cerca de 8.450 casos. Quando diagnosticado em estágios iniciais pode ser 
curado, no entanto, estudos tem demonstrado a disseminação do tumor para 
outras regiões (metástases) em diagnósticos tardios. A terapia fotodinâmica tem 
se mostrado uma alternativa promissora neste sentido. Sua ação, para que 
ocorra o dano celular, é fundamentada em três pontos principais: o uso de 
sensibilizadores, a luz e a molécula de oxigênio. Atualmente, tem-se buscado 
novas moléculas que apresentem propriedades ideais para que possam ser 
utilizadas, como fotossensibilizadores. Neste sentido, as porfirinas têm sido uma 
classe com interesse fotodinâmico em função de suas características químicas. 
Esta tese produziu 4 artigos científicos, sendo 2 revisões e 2 artigos originais, os 
quais avaliaram moléculas com potencial fototerapêutico em linhagem de 
melanoma e não-tumoral. A metodologia dos artigos originais foi realizada da 
seguinte forma: Linhagens de células WM1366 (melanoma metastático), CHO 
(ovário de hamster chinês) e A375 (melanoma metastático) foram cultivadas sob 
condições ideais e divididas em dois grupos: claro (submetidas a 30 minutos de 
luz) e escuro (sem exposição a luz). Análises de viabilidade celular, apoptose, 
ciclo celular, ancoragem molecular, PCR em tempo real e microscopia confocal 
foram realizadas a fim de respondermos questões como: inibição do crescimento 
celular, determinação de IC50, identificação do possível mecanismo de morte 
celular e avaliação da integridade da célula (viabilidade de membrana e 
integridade do DNA). Cinco diferentes concentrações que variaram de 1,4 a 56 
nm foram utilizadas nos diferentes grupos. Nossos resultados demonstram que 
ambas as porfirinas de platina(II) induzem apoptose por ativação das caspases 
3 e 9 via Bax/BCL2. Ainda, indicam que ambas as porfirinas de platina(II) são 
promissoras como estratégia de administração de medicamentos, uma vez que 
apresentaram seletividade pelo receptor de LDL, demonstrado pela afinidade 
com a região N-terminal do ApoB-100 (responsável por carrear o ligante até o 
receptor de LDL). Somado a isso, análises de arranjo molecular com metais de 
transição como zinco, cobre e níquel, associados as porfirinas de platina, foram 
desenvolvidas, a fim de melhorar a ligação das porfirinas à receptores 
específicos (APOB-100, ERT-B, CAT, SOD e HSA), tornando assim a terapia 
mais efetiva. Nossos resultados in vitro demonstraram que a adição dos íons 
manteve a inibição da proliferação celular de melanoma metastático. Já os 
estudos de arranjo molecular mostraram que a adição destes metais melhoraram 
a força de ligação principalmente com os receptores APOB-100, ERT-B, SOD.  
Espera-se que os resultados deste trabalho possam contribuir para, futuramente, 
auxiliar na escolha de uma terapia mais especifica e eficaz contra o melanoma 
metastático.  
Palavras-chave: Porfirinas de platina; fotossensibilizadores; Docking molecular; 
receptor de LDL; APO B-100; ERT-B, HSA; metais de transição; Câncer. 
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ABSTRACT 

 
COUTO, Gabriela Klein. The use of photodynamic therapy in a metastatic 
melanoma lineage. 2020. 118f. Thesis (PhD in Biochemistry and 
Bioprospecting) - Graduate Program in Biochemistry and Bioprospecting of 
Federal University of Pelotas, 2020. 
 
Alternative therapies have been studied to optimize the treatment of aggressive 
pathologies such as cancer, which is one of the diseases with the greatest impact 
on patients' lives. Melanoma is a type of skin cancer that originates and develops 
in melanocytes. For the period 2020-2022, an estimated 8,450 cases were 
estimated. When diagnosed in the early stages it can be cured, however, studies 
have shown the spread of the tumor to other regions (metastases) in late 
diagnoses. Photodynamic therapy has shown to be a promising alternative in this 
regard. Its action, for cell damage to occur, is based on three main points: the 
use of sensitizers, light and the oxygen molecule. Currently, new molecules have 
been sought that have ideal properties so that they can be used, as 
photosensitizers. In this sense, porphyrins have been a class with photodynamic 
interest due to their chemical characteristics. This thesis produced 4 scientific 
articles, 2 reviews and 2 original articles, which evaluated molecules with 
phototherapeutic potential in melanoma and non-tumor lineage. The 
methodology of the original articles was performed as follows: Cell lines WM1366 
(metastatic melanoma), CHO (Chinese hamster ovary) and A375 (metastatic 
melanoma) were grown under ideal conditions and divided into two groups: clear 
(submitted to 30 minutes light) and dark (without exposure to light). Analyzes of 
cell viability, apoptosis, cell cycle, molecular anchoring, real-time PCR and 
confocal microscopy were performed in order to answer questions such as: 
inhibition of cell growth, determination of IC50, identification of the possible 
mechanism of cell death and evaluation of the integrity of the cell. cell (membrane 
viability and DNA integrity). Five different concentrations ranging from 1.4 to 56 
nm were used in the different groups. Our results demonstrate that both platinum 
(II) porphyrins induce apoptosis by activating caspases 3 and 9 via Bax / BCL2. 
Still, they indicate that both platinum (II) porphyrins are promising as a drug 
administration strategy, since they showed selectivity for the LDL receptor, 
demonstrated by the affinity with the ApoB-100 N-terminal region (responsible for 
carrying the ligand to the LDL receptor). In addition, molecular arrangement 
analyzes with transition metals such as zinc, copper and nickel, associated with 
platinum porphyrins, were developed in order to improve the binding of porphyrins 
to specific receptors (APOB-100, ERT-B, CAT, SOD and HSA), thus making 
therapy more effective. Our in vitro results demonstrated that the addition of the 
ions maintained the inhibition of metastatic melanoma cell proliferation. Molecular 
arrangement studies have shown that the addition of these metals improved the 
binding strength mainly with APOB-100, ERT-B, SOD receptors. It is hoped that 
the results of this work may contribute to, in the future, assist in choosing a more 
specific and effective therapy against metastatic melanoma. 
 
Keywords: Platinum porphyrins; photosensitizers; Molecular docking; LDL 
receptor; APO B-100; ERT-B, HSA; transition metals; Cancer.  
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Figura 1. Imagem das células com crescimento normal (núcleo púrpura) e as 

células com crescimento anormal (núcleo azul). Imagem modificada com licença 

autoral de Cancer Research UK. 

 

Figura 2: Demonstração visual da regra “ABCDE”. Na imagem podemos 

observar a presença de assimetria, variação de cor, as bordas e diâmetros da 

pinta e sua evolução de crescimento. Figura adaptada da Sociedade Brasileira 

de Dermatologia - ano: 2020.  

 

Figura 3: Análise dos estágios do melanoma: I, II, III e IV. Sendo que na última 

imagem (IV) pode-se observar as células neoplásicas atingindo corrente 

sanguínea. Imagem modificada de Alexillus (5 stages of the process and the 

development of melanoma metastasis to reach the. Número de identificação da 

foto: 43968256). 

 

Figura 4: Esquema da metastatização a partir de células oriundas de massa 

tumoral. Na imagem as células tumorais se desprendem e chegam a corrente 

sanguínea, fazendo com que a ocorra o espalhamento dessas células de forma 

sistêmica. Fonte: Próprio autor. 

 

Figura 5: Imagem ilustrativa das etapas envolvidas na aplicação da TFD. Fonte: 

Próprio autor. 

 

Figura 6: Representação esquemática dos mecanismos de ação da TFD que 

conduzem à destruição do tecido tumoral por ação do oxigénio singleto (ao 

combinar-se com lipídeos insaturados/proteínas presentes na membrana 

plasmática) ou pela formação de espécies reativas de oxigénio. FS -

Fotossensibilizador; T1 – Forma ativa do composto; EROS - espécies reativas de 

oxigénio. Fonte: Próprio autor.  
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Figura 7: Representação esquemática das 3 gerações dos fotossensibilizadores 

utilizados na terapia fotodinâmica. No esquema demonstramos as evoluções de 

tais compostos. Na primeira geração observamos um número maior de 

limitações nestes compostos. Estas limitações foram resolvidas, em partes, 

pelas moléculas de segunda geração, no entanto, atualmente, estão em 

desenvolvimento moléculas que sejam ainda mais efetivas e seletivas. Fonte: 

Próprio autor. 

 

Figura 8: Representação esquemática do macrociclo tetrapirrólico comum das 

porfirinas. Fonte: Enciclopédia Britânica. 

 

 

ARTIGO 1  

 

Figure 1. Biotechnology and photodynamic therapy in the areas of human / 

animal health and agriculture. 

 

Figure 2. (A) Examples of most common tetrapyrrole macrocycle molecules used 

in PDT field and (B) 103 New photosensitizers generation for PDT and PDI 

application formulated by Luzitin SA, NIOPIK and 104 Pharmacyclics Inc. 

 

 

ARTIGO 2 

 

Figure 1. Results indicate the number of articles using each screening 

methodology by decade. The number of articles found for each topic searched is 

presented on the y axis. Different decades are presented in the x axis. Each bar 

represents a different screening method (in vitro, in vivo, and in silico) and the 

combination of more than one screening method: dark blue for in vivo, orange 

for in vitro, gray for in vivo/in vitro, yellow for in silico and light blue for all the three 

screening methods (in silico/in vitro/in vivo). 

 

Figure 2. (A) Percentage of trials using different cell lines to form grafts in 

melanoma murine models for in vivo therapeutic screening. B16 stands for all 

B16 sublines. Skmel stands for all Skmel sublines. “Others” include UACC-62,  
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A2058, Na11+, Melanoma xenograft (MEXF), K1735, K1735-M2, HT168-M1, 

MM96L, Me501, M-14, Me30966, D10, 205, MeWo, VM1, Mel-JD, MEXF 989, 

WM 266-4, human malignant melanoma (BRO), and M24 cell 

lines. (B) Percentage of trials using each of the B16 sublines in syngeneic tumor 

models of melanoma for screening in vivo. Obs.: B16 indicates articles that do 

not specify a B16 subline. 

 

Figure 3. Software most commonly used for melanoma drug screening. The most 

commonly used software is MOE (17%), followed by HTS (11%). 

 

Figure 4. The steps necessary for safe, agile, and effective drug screening, which 

represent important steps for future development of precision medicine. 

 

 

ARTIGO 3 

 

Fig.1. Structural representation of free-base platinum(II) peripheral porphyrins3-

PtTPyP and 4-PtTPyPused in this study. The hexafluorophosphate counter-

ionsare omitted for more clarity. 

 

Fig.2. Scheme of treatment protocol of WM1366 cells with 3-PtTPyP and 4-

PtTPyP photosensitizers in photodynamic therapy. 

 

Fig. 3. Effect of light action on photosensitizing molecule on cell proliferation. 

Porphyrin-treated and untreated cells were irradiated for 30 min. Dark group went 

totally in the dark for the same time. The graph shows the comparison within the 

light and dark group of 3-PtTPyP and 4-PtTPyP porphyrins. Data are expressed 

as mean ± SD of three independent times performed in triplicate. Fig. 3A–D: 

WM1366 cell line was treated with3-PtTPyP (Fig. A and B) and 4-PtTPyP (Fig.C 

and D) platinum(II) porphyrins at 5 different concentrations. Control group 

received no treatment with porphyrins. Fig. 3E–F: Effect of light on the 

photosensitizing molecule on cell proliferation of non-tumor cells. The CHO cell 

line was treated with3-PtTPyP (Fig. E and G) and4-PtTPyP (Fig. F and H) 

platinum (II) porphyrins at a concentration above the IC 50 and one below the 

predetermined IC 50 of each of the molecules. The concentrations used were: 
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5.62, 4.50 and 2.81 nM for 3-PtTPyP and 5.62, 3.01 and 2.81 for 4-PtTPyP. The 

concentrations used were: 5.62, 4.50 and 2.81 nM for 3-PtTPyP and 5.62, 3.01 

and 2.81 for 4-PtTPyP. For comparison different letters in the chart denote 

significant difference between the groups. p< .05 was considered significant. 

Table 2 IC50 values of molecules  3-PtTPyPand 4-PtTPyP after 24 h of light 

exposition against WM1366 line. Porphyrin IC50(nM) 3-PtTPyP4.501 ± 0.58 4- 

PtTPyP 3.012 ± 0.27.  

 

Fig.4. Molecular docking results. Fig. A and D represent the 3D molecular 

structure of platinum porphyrins 3-PtTPyP and 4-PtTPyP and their amino acid 

linkages of the B0582 LDL analog. Fig. B and E demonstrate the binding of 

platinum porphyrins to the N-terminal region of APO B-100. Fig. C and F 

demonstrate the similarity of B0582 anchoring of 3-PtTPyP and 4-PtTPyP 

molecules to the N-terminal region of APO B-100. 

 

Fig.5. (A–F): Morphological analysis after treatment with 3-PtTPyP and 4-PtTPyP 

photosensitizers. WM1366 cells were stained Texas Red and DAPI - cytoplasm 

and nucleus, respectively. In the image we can observe a uniform cytoplasm in 

the control group (Figs. 5A and D) and in the treatments (3-PtTPyPand4-PtTPyP) 

we observe a reorganization of actin filaments (arrows Fig. 5B). A general 

thickening of actin fibers in the membrane, ruffling occurred at the border of its 

plasma membrane (arrows Fig. 5B) and microspikes (arrows Fig. 5C) was 

observed on the cell surface of some cells. These changes were not identified in 

dark group cells (Figs. 5D, E and F), respectively. 

 

Fig.6. Induction of apoptosis by porphyrin3-PtTPyP. WM1366 cells were 

evaluated for apoptosis by annexin V staining under light and dark group 

conditions at the IC 50 concentration of the compound. The graph (Fig. E) shows 

the total percentage of apoptotic cells. Figs. A–D show % late and recent 

apoptosis in each of the groups. Porphyrin 3-PtTPyP with white light dosage had 

a significant increase in apoptosis when compared to all other groups (**) denotes 

p< .007. 

 

Fig.7. Porphyrin 4-PtTPyP apoptosis induction. WM1366 cells were evaluated for 

apoptosis by annexin V staining under light and dark group conditions at the IC 
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50concentration of the compound. The graph (Fig. E) shows the total percentage 

of apoptotic cells. Figs. A–D show % of late and recent apoptosis in each of the 

groups. Porphyrin 4-PtTPyP with white light dosage had a significant increase in 

apoptosis when compared to all other groups (*) denotes p< .03. 

 

Fig.8. Platinum(II) porphyrin 3-PtTPyP increased expression of Caspase 3, 

Caspase 9, P21, BAX, BCL2, MnSOD and GSHR genes in metastatic melanoma 

line WM1366 24 h after being submitted to white-light irradiation. The gene 

expression profile was determined by qRT-PCR and the data were normalized 

using the GAPDH levels. 3-PtTPyPhad a significant increase in the expression of 

all evaluated genes when compared to the other groups. (****) denotes p< .0001, 

(***) denotes p< .0005, (**) denotes p< .004, (*) p< .04. when compared to the 

light and dark group of the same molecule. Three independent experiments were 

performed in triplicate. 

 

Fig. 9. Platinum(II) porphyrin4-PtTPyPincreased expression of Caspase 3, 

Caspase 9, P21, BAX, BCL2, MnSOD and GSHR genes in metastatic melanoma 

line WM1366 24 h after being submitted to white-light irradiation. The gene 

expression profile was determined by qRT-PCR and the data were normalized 

using the GAPDH levels. 4-PtTPyPhad a significant increase in the expression of 

all evaluated genes when compared to the other groups. (****) denotes p < .0001, 

(***) denotes p < .0005, (**) denotes p < .004, (*) p < .04. when compared to the 

light and dark group of the same molecule. Three independent experiments were 

performed in triplicate. 

 

Fig.10. The platinum(II) porphyrins 3-PtTPyP and 4-PtTPyP did not alter the 

expression of the iNOS gene (Figs. 10A and B) in the metastatic melanoma line 

WM1366 and did not induce production of nitric oxide in the cell medium (Fig. 

10C) 24 h after submitted to white-light irradiation. The concentration tested was 

that of the IC50 of each of the molecules. Data are expressed as mean ± SD of 

three independent times, performed in triplicate. There was no significant 

difference in the light and dark groups. Fig. 11. The platinum(II) porphyrins 3-

PtTPyP and 4-PtTPyP did not alter the cell cycle. The groups had no significant 

difference in cell cycle arrest. 
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Fig. 11. The platinum(II) porphyrins 3-PtTPyP and 4-PtTPyP did not alter the cell 

cycle. The groups had no significant difference in cell cycle arrest. 

 

 

ARTIGO 4 

 

Figure 1. Representative molecular structures of Pt(II) metalloporphyrins used in 

this study. The counterion hexafluorophosphate (PF6 −) was omitted for more 

clarity. 

 

Figure 2. Photostability of metalloporphyrin derivatives Zn-4-PtTPyP, Cu-4-

PtTPyP and Ni-4-PtTPyP, after irradiation with white-light LED lamp source 

(100W; 400-800 nm) at a fluence rate of 50 mW/cm2 for different periods of time 

(0-30 min). 

 

Figure 3. DPBF photo-degradation assay (20 μM) in DMF solution with or without 

metalloporphyrin derivatives at 2.0 μM, after red-light irradiation (LED array 

system) at a potency of 26 mW/cm2. The DPBF absorbance was recorded at 416 

nm. 

 

Figure 4. Effect of light action on photosensitizing molecule on cell proliferation. 

Porphyrin-treated and untreated cells were irradiated for 30 minutes. Dark group 

went totally in the dark for the same time. Comparisons were made within the 

white-light and dark groups, separately, for each porphyrin. Control group 

received no treatment with porphyrins. DMSO was the vehicle used to solubilize 

porphyrins. Data are expressed as mean ± SD of three independent times 

performed in triplicate. Fig. 4B, 4D and 4F: A375 cell line was treated with Zn-4-

PtTPyP (Fig. B), Cu-4-PtTPyP (Fig. D) and Ni-4-PtTPyP (Fig. F) and platinum (II) 

porphyrins at 6 different concentrations and exposed at photodynamic therapy, 

for 30 min. Fig. 4A, 4C and 4E: A375 cell line was treated with Zn-4- PtTPyP (Fig. 

A), Cu-4-PtTPyP (Fig. C) and Ni-4-PtTPyP (Fig. E) and platinum(II) porphyrins at 

6 different concentrations, but the groups were kept in the dark. For this 

evaluation we used the MTT technique. For comparison different letters in the 

chart denote significant difference between the groups.  
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Figure 5. A-I – Image of the molecular arrangement of Zn-4-PtTPyP, Cu-4-

PtTPyP and Ni-4-PtTPyP porphyrins with the AP-B-100 N-terminal region. In A, 

D and G we observe the 3D structure of platinum(II) porphyrins with zinc(II), 

copper(II) and nickel(II), respectively, and their bindings with amino acids. In B, 

E and H we observe the coupling of porphyrin with zinc(II), copper(II) and 

nickel(II), respectively and the N-terminal region of Apo B-100. In C, F and I, we 

can see that the coupling between B0582 and the Apo B-100 region occurs in a 

similar way to that of zinc(II), copper(II) and nickel(II), respectively derivative. we 

can observe that the coupling between B0582 and the Apo B-100 region occurs 

in a similar way to that of zinc(II), copper(II) and nickel(II). 

 

Figure 6. A-I – Image of the molecular arrangement of Zn-4-PtTPyP, Cu-4-

PtTPyP and Ni-4-PtTPyP porphyrins with the endothelin B receptor (ERT-B). In 

A, D and G we observe the 3D structure of platinum(II) porphyrins with zinc(II), 

copper(II) and nickel(II), respectively, and their bindings with amino acids. In B, 

E and H we observe the coupling of porphyrin with zinc(II), copper(II) and 

nickel(II) respectively, and the endothelin B receptor. In C, F and I we can see 

that the coupling between ET3 and the ERT-B region occurs in a similar way to 

that of zinc(II), copper(II) and nickel(II) derivative, respectively. we can observe 

that the coupling between ET3 and the ERT-B region occurs in a similar way for 

zinc(II), copper(II) and nickel(II). 

 

Figure 7. The HSA steady-state fluorescence emission spectra without and as a 

function of metalloporphyrin (a) Zn-4-PtTPyP, (b) Cu-4-PtTPyP and (c) Ni-4-

PtTPyP, in a Tris-HCl buffer (pH = 7.4). The concentration of HSA is 10 µM and 

porphyrin concentrations ranged from 0 to 100 μM. Inset: plot of F0/F versus 

[porphyrin]. 

 

Figure 8. A-I – Image of the molecular arrangement of Zn-4-PtTPyP, Cu-4-

PtTPyP and Ni-4-PtTPyP porphyrins with the protein Human serum albumin 

(HSA). In A, D and G we observe the 3D structure of platinum (II) porphyrins with 

zinc, copper and nickel, respectively, and their bindings with amino acids. In B, E 

and H we observe the coupling of porphyrin with zinc, copper and nickel, 

respectively and HAS protein. In C, F and I we can see that the coupling between 

crystallographic ligand and the HSA protein region occurs in a similar way to that 
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of zinc, copper and nickel, respectively. we can observe that the coupling 

between the crystallographic ligand and the HSA protein region occurs in a similar 

way for zinc, copper and nickel. 

 

Figure 9. In this image, we can see the main common interactions of amino acids 

and porphyrins. In image A, B and C we see that the most important connections 

are the same in both porphyrins TYR138 and ARG117, for Zn-4-PtTPyP, Cu-4-

PtTPyP and Ni-4-PtTPyP. 

 

DISCUSSÃO 

 

Figura 9: Representação esquemática do mecanismo de morte induzido por 

apoptose. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O câncer é uma das doenças com maior impacto na vida de pacientes e 

familiares na atualidade, sendo uma das principais causas de morte no mundo. 

No Brasil, para o triênio 2020-2022, foram estimados cerca de 625.370 mil novos 

casos. Destes, 8.450 são de câncer de pele do tipo melanoma (INSTITUTO 

NACIONAL DO CÂNCER, 2018a).  

O melanoma é um tipo de câncer que se origina e se desenvolve nos 

melanócitos. Por esse motivo, as lesões geralmente apresentam aspecto de 

coloração marrom ou preto, entretanto a presença dessa coloração não é 

exclusiva podendo ser rosada, bege ou branca (BROUSSARD et al., 2018). 

Apesar de ser menos comum que o câncer de pele não-melanoma de células 

escamosas e basocelular, o tipo melanoma é considerado mais agressivo 

(BROUSSARD et al., 2018).  Quando detectado em estágios iniciais pode ser 

curado, no entanto, a disseminação (metástases) para outras regiões é muito 

frequente quando o diagnóstico é tardio.  

O tratamento desta doença é determinado de acordo com o estágio em 

que se encontra (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE - OMS, 2017). 

Geralmente, para os estágios I e II é recomendado a cirurgia para remoção da 

lesão. Para estágios II e III, imunoterapia, radioterapia ou quimioterápicos podem 

ser indicados. No estágio mais avançado (IV), no qual a doença já atingiu o perfil 

metastático, podem ser tratados com radioterapia, imunoterapia, terapia-alvo ou 

quimioterapia. No entanto, este estágio de caráter mais agressivo é muito difícil 

de ser tratado com as terapias disponíveis atualmente, e por isso a necessidade 

da busca de tratamentos mais promissores ou alternativos (AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2016; SETH et al., 2020). 

Neste contexto, terapias alternativas têm sido estudadas a fim de otimizar 

o tratamento de patologias agressivas como o câncer (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2018a). A terapia fotodinâmica (TFD), têm se mostrado uma 

alternativa promissora neste sentido. Ela tem sua ação fundamentada em três 

pontos principais, sendo eles: o uso de fotossensibilizadores, a luz e a molécula 

de oxigênio, para indução do dano celular. Esta terapia caracteriza-se por ser 

um método minimamente invasivo e seletivo aos tumores, além de apresentar 

uma diminuição dos efeitos adversos ao paciente (AGOSTINIS et al., 2011; 
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SAINI; POH, 2013).  A sensibilização se dá por meio da absorção da irradiação 

da fonte de energia luminosa, transferindo essa energia  do fotossensibilizador 

para o oxigênio molecular gerando as espécies reativas de oxigênio (EROs), que 

são citotóxicas (ABRAHAMSE et al., 2016; HORNE; CRONJÉ, 2017). Essa 

terapia já tem sido bem estabelecida e com bons resultados em tratamentos 

como o de acne, antienvelhecimento, verrugas, câncer de pele superficial não-

melanoma e hiperplasia sebácea. Além disso, também têm sido utilizada na 

terapia adjuvante no tratamento de tumores pulmonares, trato respiratório e 

urinário e tumores neurais (RKEIN; OZOG, 2014). 

Atualmente, tem-se buscado novas moléculas que apresentem 

propriedades ideais para serem utilizadas, como fotossensibilizadores, no 

tratamento fototerapêutico. Neste sentido, algumas características específicas 

necessitam ser observadas nessas moléculas a fim de que possam ser utilizadas 

para este fim. Dentre essas características destacam-se fotoestabilidade 

potencializada, boa solubilidade em meio fisiológico, alta geração de EROs, 

seletividade e alta fototoxicidade (O’CONNOR; GALLAGHER; BYRNE, 2009). 

Moléculas como as porfirinas têm tido grande interesse por parte dos 

pesquisadores. A estrutura do anel porfirínico é a razão pela qual todos estes 

derivados absorvem luz a um comprimento de onda próximo dos 400-450 nm, 

além disso, é uma molécula funcional arquetípicas que desempenha um papel 

importante em inúmeras áreas de pesquisa científica devido ao seu exclusivo 

sistema eletrônico e propriedades ópticas (HIROTO; MIYAKE; SHINOKUBO, 

2017). Assim, novas moléculas, como as porfirinas contendo complexos 

periféricos de platina(II) , vêm sendo estudadas com o objetivo de serem 

candidatas à fotossensibilizadores (TASSO et al., 2017). Tendo em vista os 

aspectos dissertados anteriormente, somado ao número crescente de casos de 

câncer de pele no Brasil, é necessário que se faça a busca por compostos e 

terapias mais efetivas e seguras ao paciente. Acredita-se que a terapia 

fotodinâmica é um tratamento com potencial que necessita ser mais explorada. 
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 2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2 .1 Câncer 

 O câncer é um termo genérico utilizado para descrever um conjunto de 

mais de 100 doenças que se caracterizam pelo crescimento anormal e 

desordenado de células, além de seus limites habituais, que podem invadir 

partes adjacentes do corpo e / ou espalhar-se para outros órgãos (WHO, 2017) 

(Figura 1). 

 

Figura 1. Imagem das células com crescimento normal (núcleo púrpura) e as células com 

crescimento anormal (núcleo azul). Imagem modificada com licença autoral de Cancer Research 

UK*. 

 

 Historicamente o câncer é uma doença muito antiga, tendo seus primeiros 

relatos datados por volta de 8.000 a.C, os quais evidenciaram um osteossarcoma 

em um dos dedos dos pés de um hominídeo†. Ainda neste contexto histórico, 

Hipócrates, na Grécia Antiga (460-370 a.C), foi criador do termo “carcinoma” que 

é utilizado até os dias atuais, pois chamou o câncer de “karkino” em função da 

aparência do tumor ser muito similar com a de um caranguejo da mitologia grega. 

Assim, existem muitos relatos a cerca desta patologia que é foco de estudo de 

diversos grupos de pesquisa em todo o mundo (MILLER et al., 2016). 

 Dados do Instituto Nacional do Câncer (INCA) demostram que o câncer é 

a segunda principal causa de morte em todo o mundo e indicam que cerca de 

 
* Licença autoral da Cancer Research UK. 
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Diagram_showing_how_cancer_cells_keep_on_reproducing
_to_form_a_tumour_CRUK_127.svg) 
† Informações retiradas do Portal da Educação 
(https://siteantigo.portaleducacao.com.br/conteudo/artigos/fisioterapia/historia-do-cancerdos-
escritos-antigos-a-tecnologias-atuais/5559.) 
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7,6 milhões de pessoas no planeta morrem em decorrência da doença a cada 

ano. O câncer de pele do tipo não-melanoma lidera os tipos de câncer mais 

prevalentes do Brasil. Já os cânceres de próstata, pulmão, colorretal, estômago 

e fígado são os tipos mais frequentes em homens, enquanto os de mama, 

colorretal, pulmão, colo do útero e o de tireoide são os mais comuns entre as 

mulheres (INSTITUTO NACIONAL DO CÂNCER, 2018b). 

 O câncer tem sua origem a partir de uma alteração no DNA da célula, que 

passa a receber informações incorretas para execução de suas atividades. Tais 

alterações podem ocorrer em genes especiais, denominados proto-oncogenes, 

que a princípio são inativos em células normais. Quando ativados, tornam-se 

oncogenes, responsáveis por transformar as células normais em células 

cancerosas (INSTITUTO NACIONAL DO CâNCER, 2018a).  

 Por ser uma doença multifatorial, as possíveis causas desta patologia são 

as mais variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo. Fatores 

ambientais, comportamentais e genéticos estão diretamente relacionados. Desta 

forma, o ambiente ao qual a pessoa está diariamente exposta (poluição, 

defensivos agrícolas, postos de gasolina), seu comportamento (sedentarismo, 

ingesta de açúcar, carboidratos simples, realização de atividade física) 

(KLEMENT; KÄMMERER, 2011) e sua carga genética de pré-disposição para 

determinado tipo de câncer terão ligação não só com o aparecimento do tumor 

maligno como também com seu potencial de cura (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2018b; INCA, 2017).  

 Dentre os fatores extrínsecos aqueles mais relacionados com o 

surgimento da doença são: o fumo, a obesidade e as doenças infecciosas. Os 

homens e as mulheres fumantes expõe-se há inúmeras substâncias 

carcinogênicas presentes no cigarro como: cianeto, benzeno, nitrosaminas, 

formaldeído. Já com relação a obesidade o grande problema é a resistência à 

insulina, pois esta resistência se dá nos tecidos-alvo (fígado, músculo e tecido 

adiposo) e pelo fato da insulina ser um fator de crescimento celular, a 

hiperinsulinemia na corrente circulatória pode induzir a um crescimento celular 

desordenado nos tecidos não-alvo (BRAUNA; BITTON-WORMS; LE ROITH, 

2011)‡.  

 
‡ Dados da Agência Nacional de Pesquisa para o Câncer. 
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2.2 Melanoma 

 A incidência do câncer de pele é a que mais cresce no Brasil. Segundo 

dados epidemiológicos do INCA o número de casos novos estimados será de 

4.200 em homens e de 4.250 em mulheres, totalizando 8.450 novos casos para 

o triênio 2020-2022. Esses valores correspondem a um risco estimado de 4,03 

casos novos a cada 100 mil homens e 3,94 para cada 100 mil mulheres. Na 

Região Sul, o câncer de pele melanoma é mais incidente quando comparado 

com as demais regiões, para ambos os sexos (INCA, 2020) 

 O câncer de pele divide-se em: carcinoma basocelular, epidermóide e 

melanoma. De todos eles, o melanoma é o menos comum, mas o mais agressivo 

devido ao seu diagnóstico tardio e com isso chances elevadas de metástase. 

Sua origem dá-se nos melanócitos (células produtoras de melanina, substância 

que determina a cor da pele), células que contêm um pigmento chamado 

melanina, que absorve os raios ultravioletas prejudiciais do sol e tem 

predominância em adultos brancos (WILLYARD, 2014).  

 Para um diagnóstico correto é importante que algumas características 

sejam analisadas nas pintas, na maioria das vezes a regra “ABCDE” pode ser 

utilizada: Assimetria, Borda, Cor, Diâmetro e Evolução (Figura 2). Dessa forma, 

manchas que crescem, com formas irregulares e que mudam de coloração 

devem ser analisadas com cuidado (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018b).  

Figura 2: Demonstração visual da regra “ABCDE”. Na imagem podemos observar a presença de 

assimetria, variação de cor, as bordas e diâmetros da pinta e sua evolução de crescimento. 

Figura adaptada da Sociedade Brasileira de Dermatologia - ano: 2020§.  

 
§ https://www.sbd.org.br/dermatologia/pele/doencas-e-problemas/cancer-da-pele/64/ 
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 Somado a isso, o diagnóstico é realizado por meio dos estágios, os quais 

o melanoma se encontra. Nas figuras abaixo (Figura 3 e 4) é possível observar 

os estágios de Ia/b-IV (tabela 1) sendo que no IV as células tumorais já atingem 

a corrente sanguínea levando a um perfil metastático (COMPREHENSIVE; 

NETWORK, 2020).   

 

      Tabela 1: Descrição dos estágios de diagnósticos do melanoma. 

Estágio Descrição 

Ia <0,8 mm de espessura sem 

ulceração. 

Ib <0,8 mm de espessura com 

ulceração ou 0,8 – 1 mm com 

ulceração média. 

II >1 mm de espessura 

III Nódulo sentinela positivo 

IV Perfil metastático 

 

 

  

Figura 3: Análise dos estágios do melanoma: I, II, III e IV. Sendo que na última imagem (IV) pode-

se observar as células neoplásicas atingindo corrente sanguínea. Imagem modificada de 

Alexillus (5 stages of the process and the development of melanoma metastasis to reach the. 

Número de identificação da foto: 43968256)** 

 
**** https://www.bigstockphoto.com/pt/image-43968256/stock-photo-stages-of-melanoma 

               I                            II           III                    IV 



28 
 

 

 

Figura 4: Esquema da metastatização a partir de células oriundas de massa tumoral. Na imagem 

as células tumorais se desprendem e chegam a corrente sanguínea, fazendo com que a ocorra 

o espalhamento dessas células de forma sistêmica. Fonte: Próprio autor. 

 

 O melanoma tem como principal fator de risco a exposição à radiação 

ultravioleta do sol. O padrão de exposição pode ser tão importante quanto a 

quantidade total de radiação ultravioleta que atinge a pele (WILLYARD, 2014). 

Dessa forma, a maneira mais eficaz para a proteção é o uso do filtro solar e a 

exposição solar nos horários adequados (antes das 9 h e após as 15 h), 

podendo variar de acordo com a localização geográfica, conforme o Consenso 

Brasileiro de Fotoproteção. Ainda, outros fatores parecem estar ligados como: 

pele fototipo I e II (pele branca muito sensível ou sensível, respectivamente, a 

queimaduras solares), possuir graves queimaduras solares, a presença de 

pintas, idade (mais comum nos adultos) e histórico familiar. 

 

2.2.1 Espécies reativas de oxigênio (EROs) e melanoma 

 

 As espécies reativas do oxigênio (ERO) são moléculas altamente 

instáveis e reativas que são capazes de transformar outras moléculas com as 

quais reagem. Estas espécies são geradas em grande quantidade durante o 

processo de estresse oxidativo, que afetam moléculas como proteínas, 

carboidratos, lipídeos e ácido nucleicos. Como exemplo destas espécies 
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podemos citar: peróxido de hidrogênio, radical superóxido e radical hidroxila. 

(SILVA; GONÇALVES, 2010).  

Espécies reativas e seus derivados são de fundamental importância em 

razão dos diversos processos fisiológicos que exercem no organismo humano 

como: a regulação do tônus vascular, a detecção da tensão de oxigênio, a 

regulação de funções que são controlados pela concentração de oxigênio, o 

aumento da transdução de sinal a partir de vários receptores de membrana, além 

de respostas ao estresse oxidativo que irão assegurar a manutenção da 

homeostase (COUTO et al., 2018; DRÖGE, 2002). 

  Tais espécies reativas (principalmente as espécies reativas de oxigênio – 

ERO), são produtos gerados como consequência de reações metabólicas nas 

mitocôndrias de células eucarióticas. Em células normais, baixas concentrações 

desses compostos são necessários para a transdução de sinal antes de sua 

eliminação. No entanto, as células cancerígenas, por apresentarem um 

metabolismo acelerado, exigem elevadas concentrações de EROs para manter 

sua alta taxa de proliferação (SOSA et al., 2013).  

  Acredita-se que no processo do melanoma há envolvimento direto das 

EROs, estudos recentes confirmaram o importante papel destas espécies em 

diferentes etapas deste processo de formação desta patologia. A começar pela 

síntese de melanina que envolve reação redox e acúmulo de ERO, somado a 

evidência de vários genes mutados que são associados ao melanoma resultantes 

da atividade EROs. Ainda, estas espécies estão relacionadas ao metabolismo 

celular, hipóxia e metástase (CANNAVÒ et al., 2019; DENAT et al., 2014; 

MEIERJOHANN, 2014; WITTGEN; VAN KEMPEN, 2007). 

  Estudos tem mostrado que células de melanoma são resistentes ao 

estresse oxidativo. Se níveis elevados de EROs promovem a sobrevivência, 

proliferação e metástase do câncer, por outro lado, em um nível superior, podem 

induzir apoptose e senescência celular por meio de danos no DNA (CANNAVÒ et 

al., 2019). 

  Um mecanismo de proteção natural para evitar danos oxidativos e 

promover a sobrevivência celular, são os antioxidantes, moléculas não 

enzimáticas e enzimáticas como a glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), 

superóxido dismutase (SOD), entre outras (CANNAVÒ et al., 2019). Regular o 

equilíbrio pró-antioxidante poderia ser uma estratégia interessante no tratamento 

para o melanoma. Principalmente tendo em vista que os medicamentos radio e 
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quimioterápicos comumente usados influenciam o resultado da 

diminuição/eliminação do tumor por meio da modulação da ERO. 

 

2.3 Terapia para o melanoma 

Segundo o guideline do National Comprehensive Câncer Network (NCCN) 

(COMPREHENSIVE; NETWORK, 2020) o tratamento mais adequado do 

melanoma é determinado de acordo com o estadiamento da doença. 

Geralmente, para os estágios iniciais (Ia/b e II) a cirurgia para remoção da lesão 

é recomendada, sendo a análise do linfonodo sentinela recomendada para 

estágio Ib. Assim, a maioria dos pacientes acabam realizando a cirurgia após a 

biópsia da lesão. Para maior segurança do paciente, o procedimento cirúrgico é 

realizado com margens de segurança, ou seja, o cirurgião irá retirar alguns 

centímetros além da lesão para ter certeza de que todas as células foram 

removidas. Caso o linfonodo sentinela seja negativo, o paciente deve continuar 

acompanhando, se positivo paciente deverá receber tratamento específico 

(COMPREHENSIVE; NETWORK, 2020; SETH et al., 2020).   

Para estágio II, após a remoção da lesão, há a recomendação da biópsia 

do linfonodo sentinela, isso porque o melanoma pode disseminar-se para os 

gânglios linfáticos. Além disso, testes de imagem também são recomendados. 

Assim, para os pacientes com linfonodos positivos recomenda-se tratamento 

com interferon após a cirurgia (COMPREHENSIVE; NETWORK, 2020; SETH et 

al., 2020) 

No estágio III, os linfonodos do paciente já estão comprometidos, dessa 

forma, devem ser removidos com excisões amplas (lesão e linfonodos) e as 

opções de tratamento incluem: vacina Bacillus Calmette-Guérin (BCG) – como 

uma forma de imunoterapia, pois aprimora fortemente a resposta imune 

inespecífica, aumentando a proteção específica e tem demonstrado efeitos 

clínicos interessantes (LUCIA et al., 2019; NISHIDA et al., 2019), interferon ou 

interleucina – 2 diretamente na lesão, imunoterapia (como por exemplo, 

Nivolumabe, Pembrolizumabe, Dafrafenibe e Trametinibe), radioterapia ou 

quimioterapia. Neste estágio testes de mutação BRAF e exames de imagem 

também são recomendados. No estágio mais avançado (IV), no qual a doença 

já atingiu o perfil metastático, podem ser tratados com radioterapia, 



31 
 

imunoterapia, terapia-alvo ou quimioterapia. No entanto, este estágio de caráter 

mais agressivo é muito difícil de ser tratado com as terapias disponíveis 

atualmente (COMPREHENSIVE; NETWORK, 2020; SETH et al., 2020) 

Além da dificuldade do tratamento, os efeitos adversos aos quais os 

pacientes acabam tendo que se submeter são extremamente agressivos ao 

organismo. Com isso, há a necessidade da busca de tratamentos mais 

promissores e efetivos. 

 

2.4 Terapia fotodinâmica (TFD) 

 A TFD é uma forma inovadora e não-invasiva de terapia que tem sido 

utilizada com sucesso em áreas como a ginecologia, urologia, dermatologia e 

oncologia. Esta terapia tem demonstrado excelentes resultados no tratamento 

de doenças como acne, psoríase, na inflamação crônica, no tratamento de 

infecções bacterianas resistentes a medicamentos,  bem como diversos tipos de 

câncer (LUO et al., 2017; SPERANDIO; HUANG; HAMBLIN, 2013).  

 O uso da fototerapia é ancestral, desde os primórdios os humanos 

consideravam a aplicação de radiações solares para curas medicinais. Na 

Grécia antiga, Hipócrates, considerado uma das figuras mais notáveis da história 

da medicina, incentivou o uso da luz do sol para recuperação de atrofias 

musculares (EMERSON; MEMBER, 1932). Em 1973 Peter S. Herman, do centro 

hospitalar universitário de Quebec – Canadá, publicou no periódico LANCET 

uma short-communication alertando que a TFD poderia ser uma nova e 

interessante abordagem para o tratamento das neoplasias humanas resistentes 

as terapias convencionais, achados esses demostrados por Diamond e 

colaboradores (“to existing neoplasms treatment is fascinating . It is mentioned 

that porphyrins”, 1972). A TFD baseia-se na aplicação local ou sistêmica de um 

composto com propriedades fotossensíveis, denominado fotossensibilizador, 

que se acumula intensamente em tecidos patológicos (figura 5) (KHARKWAL et 

al., 2011). 
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Figura 5: Imagem ilustrativa das etapas envolvidas na aplicação da TFD. Fonte: Próprio autor. 

 

  Outro aspecto interessante é que este processo permite a destruição 

seletiva das células inapropriadas, justamente por serem reações guiadas pela 

luz (fototóxicas), as quais ocorrem apenas na área de distribuição do 

fotossensibilizador, somado a isso estas moléculas tem a capacidade de 

absorver luz no comprimento de onda adequado  (VROUENRAETS et al., 2003). 

Estudos demonstram que fotossensibilizadores acumulam-se em concentrações 

mais elevadas nas células cancerígenas quando comparados com as células 

normais (CRUZ et al., 2013; GOMES; NEVES; CAVALEIRO, 2018).  

 O motivo desta distribuição seletiva pode ser a tendência que os 

fotossensibilizadores têm de combinar-se, preferencialmente, com lipoproteínas 

de baixa densidade (LDL) (CRUZ et al., 2013; HAMBLIN; NEWMAN, 1994; 

KANDA et al., 2019). Há evidências de que células neoplásicas possuam maior 

captação de LDL e com isso uma maior expressão destes receptores 

(FIRESTONE, 1994). Esta terapia é bem tolerada pelos pacientes em função de 

sua ação seletiva. Os protocolos fotodinâmicos são indolores e a simplicidade 

de sua aplicação permite o uso ambulatorial (KHARKWAL et al., 2011; 

KWIATKOWSKI et al., 2018).  

 Apesar do sucesso desta terapia, novos métodos e compostos estão 

sendo estudados para melhorar seu uso efetivo para esta finalidade. Tem sido 

pesquisado a associação  de eletroporação e nanotecnologia, com o uso de 

nanocarreadores, objetivando aumentar a concentração local do 

fotossensibilizador e, também direcioná-lo às células de interesse, o que resulta 

em melhor eficiência de terapia aplicada (KWIATKOWSKI et al., 2018; 

SCHMITT; JUILLERAT-JEANNERET, 2012). 
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2.4.1 TFD e o câncer 

 

 A TFD já tem sua aprovação no Food and Drug Administration (FDA), 

órgão americano responsável por fiscalizar medicamentos. Aqui no Brasil, 

diversos estudos têm demonstrado excelentes e promissores resultados em 

linhagens celulares, como em adenocarcinoma de colo de útero, câncer de 

mama, próstata, entre outros (FONSECA TEIXEIRA; ALVES, 2018; LINARES-

ESPINÓS et al., 2018; PELLOSI et al., 2018; SILVA et al., 2018; TASSO et al., 

2017). 

  Ainda, o banco nacional de desenvolvimento (BNDS) está apoiando 

financeiramente com R$ 3,2 milhões de reais para que TFD seja utilizada em 

escala comercial e no sistema único de saúde (SUS), oferecendo treinamento e 

capacitação clínica, facilitando o acesso a medicamentos e equipamentos, e 

reduzindo os custos da terapia. Este projeto, que está em andamento, envolve 

10 países: Brasil, Bolívia, Chile, Equador, El Salvador, Colômbia, Cuba, México, 

Peru e Venezuela (BUZZÁ et al., 2016). Outro estudo interessante, com 

pacientes portadores de múltiplos cânceres de pele não-melanoma, foi 

desenvolvido na Holanda por Horlings e colaboradores utilizando o meta-

tetra(hidroxifenil)clorina  (mTHPC) como fotossensibilizador, o qual demonstrou-

se altamente eficaz, com poucos efeitos colaterais (HORLINGS; TERRA; 

WITJES, 2015).   

 Com relação a medicamentos que são comercializados, um exemplo é o 

Foscan® um fotossensibilizador de 2ª geração utilizado na União Europeia 

desde o ano de 2001 para os seguintes tipos de câncer: cabeça, pescoço, 

pulmão e cérebro. A formulação contém um único composto ativo, sendo um 

derivado de clorina (mTHPC), é fotoativado a 652 nm, onde é um ótimo gerador 

de oxigênio singlete. Sua síntese foi relatada por Bonnett e colaboradores 

(BONNETT; BERENBAUM, 1989; KNIEBÜHLER et al., 2013). 

  Outro exemplo é o Metvix®, desenvolvido pela Galderma, indicado - entre 

outros - para o tratamento de carcinoma basocelular superficial e/ou nodular. A 

ação deste medicamento se dá pela formação e acúmulo de porfirinas 

(compostos fotoativos) dentro das células da lesão na área tratada. Quando 

ativados pela luz, na presença de oxigênio, ocorre a formação de oxigênio 

singlete, que causa dano aos componentes celulares, em particular às 
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mitocôndrias e ao DNA. Assim, a ativação pela luz das porfirinas acumuladas 

conduz a uma reação fotoquímica e consequente fototoxicidade às células- alvo 

expostas à luz (TASSO et al., 2017). 

 

2.4.2 Mecanismo de ação 

 

 A TFD tem seu mecanismo de ação fundamentado em três principais 

componentes não-tóxicos, sendo eles o uso de sensibilizadores, a luz (com o 

comprimento de onda adequado) e a molécula de oxigênio, para indução do 

dano celular, visto que o oxigênio está presente em abundância nos tecidos 

cancerígenos (BROWN; BROWN; WALKER, 2004; GOMES; NEVES; 

CAVALEIRO, 2018; SAINI; POH, 2013). Estudos mostram que essa 

sensibilização pode se dar, principalmente, por dois mecanismos, sendo que 

ambos são dependentes de moléculas de oxigênio dentro das células 

(ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016; HORNE; CRONJÉ, 2017; KWIATKOWSKI et 

al., 2018).  

 O primeiro estágio dos dois mecanismos é similar: após entrar na célula, 

a molécula fotossensibilizadora sofre irradiação com um comprimento de onda 

de luz que coincide com o seu espectro de absorção e é convertida do estado 

fundamental de energia S0 para um estado excitado Sn*, denominado “estado 

singleto Sn*” pela absorção de fótons. Parte da energia retorna ao estado 

fundamental e emite fluorescência , e a energia remanescente é direcionada, 

pela molécula fotossensibilizadora, ao estado triplete excitado T1 – a forma 

terapêutica adequada do composto (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005; 

ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009). 

 

2.4.2.1 Mecanismo de ação TFD - Tipo I 

 

 Estando no estado excitado T1, o fotossensibilizador tem a possibilidade 

de converter o oxigênio molecular em variadas espécies reativas. Através de 

um processo de transferência de elétrons neste estado excitado tripleto, temos 

a formação de espécies radicalares tais como radical hidroxil, radical 

superóxido, radical hidroperoxil e radical peroxinitrito. Esta cascata de reações 
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gera estresse oxidativo resultando na destruição de células cancerígenas (DE 

SILVA et al., 2020; ROBERTSON; EVANS; ABRAHAMSE, 2009). 

 

2.4.2.2 Mecanismo de ação TFD – Tipo II 

 

 Além da possibilidade de um fotossensibilizador converter o oxigênio 

molecular em radicais, o mesmo pode acontecer através de processo de 

transferência de energia. Desta maneira, o oxigênio molecular que se encontra 

na forma de triplete (3O2) passa para singlete (1O2), gerando assim uma forma 

altamente reativa. Assim, moléculas de oxigênio singlete são geradas, sendo 

estas caracterizadas por  propriedades oxidantes extremamente fortes 

(JUZENIENE; MOAN, 2007; NOWAK-STEPNIOWSKA; PERGOL; PADZIK-

GRACZYK, 2013). Por este motivo, fotossensibilizantes quando excitados não 

danificam estruturas celulares, eles reagem apenas com moléculas de oxigênio 

que se encontram dissolvidas no citoplasma (FONSECA et al., 2006). Tendo 

em vista este panorama, entende-se que mecanismo do tipo II é o processo 

mais importante condicionando a eficiência da TFD. No entanto, à medida que 

o oxigênio se esgota, o mecanismo do tipo I começa a prevalecer (CASTANO; 

DEMIDOVA; HAMBLIN, 2005). O esquema de ambos mecanismos pode ser 

observado na figura 6. 

 Independentemente do tipo de mecanismo, as EROs levam ao foto-dano 

das proteínas, do DNA, gorduras e outras moléculas na área fotossensibilizada, 

levando a morte direta de células tumorais. Os diferentes tipos de morte celular 

dependem de onde o fotossensibilizador encontra-se intracelularmente: danos 

à mitocôndria podem levar à apoptose, em contrapartida, destruição e a perda 

da integridade da membrana celular podem induzir necrose, já danos aos 

lisossomos ou mesmo ao reticulo endoplasmático podem provocar autofagia 

(KESSEL; OLEINICK, 2010; MEHRABAN; FREEMAN, 2015).  
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Figura 6: Representação esquemática dos mecanismos de ação da TFD que conduzem à 

destruição do tecido tumoral por ação do oxigénio singleto (ao combinar-se com lipídeos 

insaturados/proteínas presentes na membrana plasmática) ou pela formação de espécies 

reativas de oxigénio. FS -Fotossensibilizador; T1 – Forma ativa do composto; EROS - espécies 

reativas de oxigénio. Fonte: Próprio autor. 

 

2.4.3 Fotossensibilizadores 

 

 Os Fotossensibilizadores são substâncias capazes de absorver luz com 

um comprimento de onda específico, gerando reações fotoquímicas ou 

fotofísicas (DE SILVA et al., 2020). Dentre as condições que descrevem um 

fotossensibilizador ideal, podemos citar: estabilidade à temperatura ambiente, 

fotossensibilidade apenas na presença de um comprimento de onda específico, 

absorção máxima na faixa 600 a 800 nm, absorção mínima na faixa de 400 a 

600 nm (previne fotossensibilidade excessiva causada pela luz solar), baixa 

citotoxicidade no escuro e alta seletividade para tecidos neoplásicos (DOBSON; 

DE QUEIROZ; GOLDING, 2018).  

 Estes compostos estão descritos em 3 gerações, sendo que a 1ª geração 

ficou conhecida pelos "derivado de hematoporfirina" (HpD) (ABRAHAMSE; 

HAMBLIN, 2016). Estes derivados foram obtidos por meio de modificações 

químicas da primeira porfirina - hematoporfirina (Hp), sendo que a HpD quando 

comparada com a Hp apresenta melhor seletividade tecidual para tumores. No 

entanto, surgiram limitações para a sua aplicação clínica como a baixa pureza 

química e a pobre penetração tecidual em razão da absorção máxima em um 

comprimento de onda relativamente curto. Somado a isso, após a TFD, o 

paciente apresentava hipersensibilidade da pele à luz por várias semanas devido 

a longa meia-vida do fotossensibilizador e seu alto acúmulo na pele. Estas 

desvantagens levaram à necessidade de investigar novos compostos e iniciou-
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se o desenvolvimento de fotossensibilizadores de 2ª geração (CHATTERJEE; 

FONG; ZHANG, 2008; ZHANG et al., 2018). 

 Os de 2ª geração incluem derivados de hematoporfirina e 

fotossensibilizadores sintéticos como: ácido 5-aminolevulínico (ALA), derivados 

de benzoporfirina, texafirinas, derivados de tiopurina, entre outros (YOON; LI; 

SHIM, 2013). O uso do ALA mostrou-se uma importante descoberta, pois é um 

tipo de pró-fármaco que se torna um fotossensibilizador ativo somente após ser 

transformado na protoporfirina. Por esse motivo, o ALA passou a ser utilizado 

topicamente ou por via oral em muitas aplicações clínicas (DE ROSA; BENTLEY, 

2000; MORTON, 2002). A 2ª geração destas moléculas foi caracterizada por 

maior pureza química, maior rendimento na formação de oxigênio singleto e 

melhor penetração em tecidos devido à sua absorção máxima na faixa de 

comprimento de onda de 650 a 800 nm. 

  Além disso, eles demonstram menos efeitos colaterais, o que resulta de 

uma maior seletividade para tecidos cancerígenos e eliminação mais rápida do 

fotossensibilizador corpo. A principal desvantagem da 2ª geração é a sua pobre 

solubilidade na água, que é um fator significativamente limitante em sua 

administração, induzindo dessa maneira, a busca por novos métodos de entrega 

(NOWAK-STEPNIOWSKA; PERGOL; PADZIK-GRACZYK, 2013) (Figura 7). 

 Com esse entendimento, os fotossensibilizadores de 3ª geração foram 

fundamentados na síntese de substâncias com maior afinidade ao tecido 

tumoral, reduzindo os danos aos tecidos saudáveis circundantes (JOSEFSEN; 

BOYLE, 2008). Outra demanda que as moléculas de 3ª geração tentam atender 

é a aplicação clínica como a administração parenteral de fotossensibilizadores, 

bem como resolver o problema da baixa solubilidade em água (ZHANG et al., 

2018).  

 Novos sistemas de distribuição de medicamentos estão surgindo para 

aumentar a biodisponibilidade do método fotodinâmico (JOSEFSEN; BOYLE, 

2008). Tendo em vista este objetivo, pesquisadores tem combinado moléculas 

de 2ª geração com outras moléculas focando no receptor-alvo, conjugando, por 

exemplo, o fotossensibilizador com um anticorpo monoclonal dirigido ao 

antígeno específico da célula cancerosa (KATAOKA et al., 2017). Estas soluções 

poderiam permitir um aumento da seletividade e acúmulo do fotossensibilizador 

nas áreas afetadas, reduzindo as doses do medicamento, mantendo efeitos 
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terapêuticos satisfatórios (KATAOKA et al., 2017; SAVELLANO; HASAN, 2003) 

(Figura 7). 

 Com relação a baixa solubilidade, Muehlmann et al. propuseram um novo 

fotossensibilizador de terceira geração, que se apresenta como um sistema 

composto pelo fotossensibilizador hidrofóbico de cloreto de alumínio-ftalocianina 

(AlPc) associado a nanopartículas de poli (metil-vinil éter-anidrido maleico) 

dispersíveis em água. O estudo obteve resultados eficazes nas linhagens 

tumorais testadas (MUEHLMANN et al., 2014). 

 

 

 

Figura 7: Representação esquemática das 3 gerações dos fotossensibilizadores utilizados na 

terapia fotodinâmica. No esquema demonstramos as evoluções de tais compostos. Na 

primeira geração observamos um número maior de limitações nestes compostos. Estas 

limitações foram resolvidas, em partes, pelas moléculas de segunda geração, no entanto, 

atualmente, estão em desenvolvimento moléculas que sejam ainda mais efetivas e seletivas. 

Fonte: Próprio autor. 

 

 

2.4.4 Porfirinas 

 

 As porfirinas pertencem a uma classe de moléculas orgânicas com uma 

estrutura geral de macrociclo tetrapirrólico contendo 18 elétrons (formado por 

quatro anéis pirrólicos), consiste em quatro unidades de pirrol e quatro átomos 

de carbono em ponte, ligados por ligações metílicas (-CH-) (HIROTO; MIYAKE; 

SHINOKUBO, 2017). Como representantes desta classe de compostos temos o 
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grupo heme, que contém íons ferro(II), a clorofila, que contém íons magnésio(II) 

e os pigmentos biliares. Dessa forma, são responsáveis por funções como: 

transporte de oxigênio e armazenamento (hemoglobina e mioglobina), transporte 

de elétrons (citocromos) e coleta de energia luminosa (clorofila) (MILGROM, 

1997). Elas possuem pigmentação de cor púrpura. A estrutura em anel da 

porfirina é a razão pela qual todos os derivados porfíricos absorvem luz a 

um comprimento de onda próximo dos 400-450 nm, dando-lhes a sua cor 

característica (Figura 8) (MILGROM, 1997).  

 

 

 

Figura 8: Representação esquemática do macrociclo tetrapirrólico comum das porfirinas. 

Fonte: Enciclopédia Britânica. 

 

 A biossíntese de porfirinas é regulada nos eucariotos superiores pela 

concentração do produto heme, o qual serve como inibidor por retroalimentação 

dos passos iniciais da via de síntese (LEHNINGER, 2009). A concentração do 

hemo em eucariontes regula a sua síntese por um mecanismo de feedback 

negativo. Em humanos, a desregulação deste sistema por deficiência de uma 

das enzimas da via de síntese de porfirinas causa uma doença popularmente 

conhecida como porfirias (LEHNINGER, 2009). 

 O interesse dos químicos orgânicos e inorgânicos pelas porfirinas deu-se, 

em função de que a porfirina é uma molécula funcional arquetípicas que 

desempenha um papel importante em inúmeras áreas de pesquisa científica 

devido ao seu exclusivo sistema eletrônico e propriedades ópticas (HIROTO; 

MIYAKE; SHINOKUBO, 2017; KADISH; CAEMELBECKE; ROYAL, 2000). 

Dentre essa ampla variedade de áreas podemos citar: fotossíntese, biocatálise 

relacionada ao P450, células fotovoltaicas, agentes terapêuticos fotodinâmicos, 
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sondas de bioimagem, quimiossensores, entre outros (KADISH; 

CAEMELBECKE; ROYAL, 2000). 

 

 

2.4.5 Platina e seus derivados na área médica 

 

 A platina é um metal de transição denso, maleável, dúctil, altamente não 

reativo, branco prateado. Possui excelente resistência à corrosão, é estável a 

altas temperaturas e possui propriedades elétricas estáveis. Seu nome é 

derivado do termo espanhol platino, que significa "pequena prata" (LØKSE, 

2018).  Este metal foi descrito pelos europeus no início do século XVI, mas foi 

ter uma investigação mais aprofundada com Antônio de Ulloa em 1748, quando 

este publicou um relatório sobre o “novo metal” atraindo, assim, a curiosidade de 

cientistas (MAUSKOPF; MCDONALD; HUNT, 1984). 

  Atualmente diversos são os usos conhecidos da platina, ela pode ser 

encontrada em equipamentos de laboratório, pode ser usada como conversores 

catalíticos, eletrodos elétricos, joias, equipamentos odontológicos, entre outros. 

Por ser um metal pesado, a exposição a curto prazo a sais de platina pode causar 

irritação nos olhos, nariz e garganta e a exposição a longo prazo pode causar 

alergias respiratórias e cutâneas (MEEKS; LA NIECE; ESTÉVEZ, 2002). De 

maneira geral, compostos de platina são encontrados em apenas dois estados 

de oxidação estável: Pt(II) e Pt(IV). Os derivados de platina(II) são os mais 

comuns e se encontram em uma configuração estrutural quadrática-planar de 

seus compostos, sendo estes compostos difíceis de serem oxidados a Pt(IV). Já 

os derivados de platina(IV) são mais raros mas não menos importantes. 

Normalmente são estáveis em uma configuração geométrica octaédrica, com 

sua esfera de coordenação contendo átomos mais duros (por exemplo, oxigênio) 

para estabilizar o centro metálico. Sais de platina(IV) podem ser facilmente 

reduzidos a compostos de platina(II), principalmente em meio fisiológico. 

 Agentes antineoplásicos à base de platina(II), como cisplatina, oxaliplatina 

e carboplatina foram desenvolvidos ao longo dos anos e demonstraram  possuir 

um boa efetividade contra alguns tumores (WHEATE et al., 2010). Nesta revisão, 

dentre os derivados de platina(II), daremos destaque a cisplatina. 
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 A cisplatina teve sua descoberta datada de 1845 e liberada para uso 

médico em 1978/1979(FISCHER; ROBIN GANELLIN, 2006).  Faz parte da lista 

de medicamentos essenciais da Organização Mundial da Saúde (OMS, 2013). 

Este medicamento tem sua administração por via intravenosa como infusão de 

curta duração em solução salina normal para tratamento de malignidades sólidas 

e hematológicas, como por exemplo: câncer de pulmão de pequenas células, 

carcinoma de células escamosas da cabeça e pescoço, câncer de ovário, câncer 

de colo do útero, bexiga, testículos, linfoma (INSTITUTO NACIONAL DEL 

CANCER, 2016). Como mecanismo de ação, temos que a cisplatina interfere na 

replicação do DNA, matando as células de proliferação mais rápida, que em 

teoria são cancerígenas. Essa atividade antitumoral é atribuída à ligação ao 

DNA, com formação de adutos, originando ligações intra e intercadeias que 

induzem alterações estruturais. O seu efeito citotóxico é, dessa maneira, 

causado pela inibição da transcrição e replicação, o que leva a indução da 

apoptose (ROCHA et al., 2018; WANG; LIPPARD, 2005).  

 Mesmo sendo uma alternativa de tratamento com resposta inicial alta para 

vários tipos de câncer, alguns pacientes acabam recidivando com a doença 

resistente à cisplatina. Neste contexto, diferentes mecanismos de resistência à 

cisplatina foram propostos, incluindo: alterações na captação celular e efluxo do 

fármaco, aumento da desintoxicação do fármaco, inibição da apoptose e 

aumento do reparo do DNA(STORDAL; DAVEY, 2007). 

 Dessa forma, sabendo que derivados de platina(II) apresentam uma 

resposta promissora ao tratamento de alguns tipos de câncer, mas atualmente 

observamos pacientes resistentes a tal tratamento, torna-se necessária a busca 

por novos derivados de platina(II) que consigam desempenhar o tratamento de 

forma mais efetiva, segura e com menos resistência. 
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3. OBJETIVO 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 Bioprospectar fotossensibilizadores para terapia fotodinâmica no 

tratamento do melanoma metastático. 

 

3.2  Objetivos específicos 

 

o Elucidar o estado da arte da terapia fotodinâmica, bem como sua 

aplicação na biotecnologia e ciências biológicas; 

o Verificar a forma de screening de novas moléculas na terapia do 

melanoma;   

o Avaliar o potencial antitumoral de porfirinas tetra-catiônicas contendo 

complexos periféricos de platina(II) (3-PtTPyP e 4-PtTPyP) na 

linhagem celular de melanoma metastático (WM1366); 

o Avaliar o efeito citotóxico destas porfirinas (3-PtTPyP e 4-PtTPyP) em 

linhagem não tumoral de ovário de hamster chinês (CHO-K1) como 

controle da terapia proposta e identificar o mecanismo de morte celular; 

o Investigar a adição de metais de transição como zinco (Zn-4-PtTPyP), 

cobre (Cu-4-PtTPyP) e níquel (Ni-4-PtTPyP) a porfirina de platina(II) 

no potencial antitumoral, bem como na seletividade na linhagem celular 

de melanoma metastático; 

o Elucidar o tempo de exposição à terapia fotodinâmica induzida pelos 

compostos nas linhagens tratadas; 

o Demonstrar mecanismos de seletividade dos compostos em estudo;  

o Observar a integridade da célula, como viabilidade de membrana e 

integridade do DNA, após tratamento com os compostos; 
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4. RESULTADOS 

 

 Esta Tese originou 4 artigos científicos que se interligaram ao longo deste 

estudo. Em um momento inicial buscamos entender, por meio da nossa invited 

review, o estado da arte da terapia fotodinâmica, sua inserção na bioprospecção 

de novas moléculas e sua relação com a biotecnologia e as ciências biológicas. 

Dentre os principais achados deste artigo de revisão, destacamos: (i) a 

diminuição os efeitos adversos relacionados a terapia convencional; (ii) a 

melhora da resistência dos quimioterápicos tradicionais, como a doxorrubicina; 

(iii) a terapia fotodinâmica como uma opção viável e eficaz para um tratamento 

de melhor qualidade. Nossa busca ainda correlacionou a TFD com a 

nanotecnologia na melhora da forma de entrega, absorção da luz e para 

aplicação no diagnóstico do câncer (COUTO et al., 2020a).  

 Posteriormente, observamos a importância de implementarmos estudos 

in silico a triagem de nossas moléculas candidatas a testes in vitro para avaliação 

de efeito antitumoral. Ferramentas in silico mostraram-se de grande valor para 

triagem inicial de novas moléculas, pensando em uma abordagem mais racional 

do screening de novos compostos. Além disso, a possibilidade da precisão na 

previsão de interações entre as moléculas e seus receptores, além da economia 

de tempo e dinheiro, é de grande valia, pois a escolha das moléculas para testes 

subsequentes pode se dar de forma mais efetiva (COUTO et al., 2019). 

 Após um primeiro screening, avaliamos a ação antitumoral de porfirinas 

de platina(II). Nossos resultados indicaram que as porfirinas 3-PtTPyP e 4-

PtTPyP apresentam atividade seletiva antitumoral na linhagem de melanoma 

metastático estudada, sugerindo que o principal mecanismo de morte se deu por 

apoptose por meio da ativação das caspases 3 e 9 via Bax/BCL2. Somado a isso 

é importante citar que ambas não foram tóxicas na linhagem celular não-tumoral 

e também nos grupos que não receberam incidência de luz (grupos escuros). 

Ainda, a avaliação in silico indicou que ambas as porfirinas de platina(II) foram 

promissoras como estratégia de liberação do fármaco, apresentando afinidade 

para a região N-terminal da ApoB-100, o que também pode estar explicando o 

fato da preferência pelas células tumorais (COUTO et al., 2020b). 

 Ao longo do estudo do uso das porfirinas de platina(II) na TFD 

investigamos também as consequências (possível melhora do efeito antitumoral 
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e seletividade) da inclusão de íons como o zinco, cobre e níquel à porfirina 4-

PtTPyP e sua ação na ligação com os receptores apolipoproteína B (APO B-100) 

e receptor de endotelina (ERT-B), albumina do soro humano (HSA) e 

antioxidantes como superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Nossos 

resultados sugerem que, principalmente, porfirinas Zn-4-PtTPyP e Ni-4-PtTPyP 

podem inibir a proliferação celular de melanoma metastático quando exposto ao 

sistema fotodinâmico. Além disso, o estudo in silico indicou que ao adicionarmos 

metais de transição ocorreu uma potencialização da afinidade destas porfirinas 

à região N-terminal de ApoB-100 (KLEIN COUTO et al., 2020).  

 Neste contexto, a afinidade para o receptor de ERT-B foi avaliada pelo 

fato deste estar superexpresso em patologias como o câncer. Dessa forma, 

manejar a atividade deste receptor torna-se interessante. Nossas porfirinas 

ligaram-se de forma superior ao controle (ET3) utilizado neste estudo. Indicando 

que, a atividade proliferativa, metastática e antiapoptótica relacionadas a este 

receptor estavam comprometidas. Com isso, as metaloporfirinas mostraram-se 

de forma promissora como um antitumoral e na estratégia de seletividade, 

entrega e inibição de metástase tumoral (KLEIN COUTO et al., 2020). 

  Antioxidantes como a SOD são conhecidos por serem importantes para 

o tratamento de patologias como câncer. As células tumorais, dependem, de 

certa forma, do ambiente altamente instável e mutagênico do estresse oxidativo 

é por isso que o manejo de espécies antioxidantes é interessante (ANDRISIC et 

al., 2018). As metaloporfirinas apresentaram uma forte ligação in silico com o 

receptor da SOD, com destaque para Zn-4-PtTPyP e Ni-4-PtTPyP, indicando a 

possibilidade destas porfirinas suprimirem a malignidade de células de 

melanoma humano (KLEIN COUTO et al., 2020).  

 Por fim, entendemos que a TFD pode ser extrapolada e ganhar espaço 

nas mais diferentes áreas de estudo, e encorajamos seu uso em diferentes áreas 

biológicas, inclusive sendo sugerida para potencializar o tratamento do câncer. 
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Os resultados que fazem parte desta tese de doutorado estão apresentados 

sob forma de artigo. Os itens materiais e métodos, resultados, discussão e 

referências bibliográficas encontram-se no próprio manuscrito. 

4.1 Capítulo 1 (Artigo 1) - Perspectives of photodynamic therapy in 

Biotechnology (invited review)  

O Manuscrito foi Publicado no Journal of Photochemistry & 

Photobiology, B: Biology. F.I: 4.38  
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Os resultados que fazem parte desta tese de doutorado estão apresentados 

sob forma de artigo. Os itens materiais e métodos, resultados, discussão e 

referências bibliográficas encontram-se no próprio manuscrito. 

4.2 Capítulo 2 (Artigo 2) - The Melding of Drug Screening Platforms for 

Melanoma (review) 

 O artigo foi publicado na revista Frontiers in Oncology. F.I: 4.848 
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Os resultados que fazem parte desta tese de doutorado estão apresentados 

sob forma de artigo. Os itens materiais e métodos, resultados, discussão e 

referências bibliográficas encontram-se no próprio manuscrito. 

 

4.3 Capítulo 3 (Artigo 3) - Tetra-cationic platinum(II) porphyrins like a 

candidate photosensitizers to bind, selective and drug delivery for 

metastatic melanoma  

O Artigo foi publicado na revista Journal of Photochemistry & 

Photobiology, B: Biology. F.I: 4.38 
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Os resultados que fazem parte desta tese de doutorado estão apresentados 

sob forma de artigo. Os itens materiais e métodos, resultados, discussão e 

referências bibliográficas encontram-se no próprio artigo.  

 

4.4 Capítulo 4  (Artigo 4)  - Zinc(II), copper(II) and nickel(II) ions improve 

the selectivity of tetra-cationic platinum(II) porphyrins in photodynamic 

therapy and stimulate antioxidant defenses in the metastatic melanoma 

lineage (A375)   

O artigo foi publicado na revista Photodiagnosis and Photodynamic 

therapy. F.I: 2,894 
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5. DISCUSSÃO 

 

 A TFD é uma área de interesse não só biomédica - aplicada a saúde 

humana - como também, da saúde animal, da indústria e da agricultura. Esta 

terapia correlaciona-se de forma integrada com a biotecnologia e as ciências 

biológicas. Foram essas as perspectivas que obtivemos em nosso artigo de 

revisão que buscou entender o estado da arte desta terapia (COUTO et al., 

2020a).  

 Nossa “invited review” observou que a TFD pode ser utilizada com 

sucesso não só para o tratamento de câncer que possuem resistência aos 

quimioterápicos convencionais (KHDAIR et al., 2010; ZHEN et al., 2019), , 

como também, para diagnóstico desta patologia, além de proporcionar a 

diminuição dos efeitos adversos que, muitas vezes, comprometem o 

tratamento, como – por exemplo - a aderência a ele (MICHY et al., 2019; 

MOKOENA; GEORGE; ABRAHAMSE, 2019; WANG et al., 2020). 

 Abordamos ainda novas tecnologias relacionadas a TFD: (i) 

correlacionamos terapias imunológicas com a TFD (RAMÍREZ-GARCÍA et 

al., 2019); (ii) o uso de nanopartículas (NPs) para atingir alvos de interesse 

específicos, aumentando a seletividade da terapia (SHI et al., 2017); (iii) 

descrevemos a utilização de além das NPs, como os polissomos, NPs 

biodegradáveis, micelas, entre outros (MESQUITA et al., 2018). 

 Além da utilização da TFD em câncer, citamos ainda o uso na saúde 

animal como no tratamento de mastites bovinas (MOREIRA et al., 2018) e 

otite canina (SEEGER MG, RIES AS, GRESSLER LT, BOTTON SA; JF, 

2020), sem esquecer da utilização desta terapia na indústria e agricultura. A 

aplicação da TFD no aumento do tempo de prateleira de determinados 

produtos, merece destaque aqui (KIM et al., 2017). 

 Existem desafios em torno da TFD no campo da biotecnologia como o 

desenvolvimento de fotossensibilizadores eficazes e não tóxicos ou menos 
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tóxicos para humanos, animais e plantas. Nossos resultados demonstraram 

que o foco deve ser na terceira geração moléculas, que incluem as 

características necessárias ao funcionamento da TFD, como o aumento e 

seletividade na geração de espécies reativas de oxigênio e eficiência. 

Acreditamos que existe potencial atual e futuro para a terapia fotodinâmica 

em diferentes campos da biotecnologia, devido a já demanda existente. A 

necessidade de tratamentos mais eficazes, com menos efeitos adversos 

efeitos, direcionados, com menor incidência de resistência (a drogas e 

microrganismos) tanto na área da saúde humana e animal, bem como na 

área agrícola. 

 Conhecer melhor a TFD nos fez entender que seria uma terapia 

interessante para aplicarmos às linhagens de melanoma metastático, foco 

desta tese. Dessa forma, revisamos na literatura a forma como novos 

compostos candidatos ao tratamento futuro do melanoma vinham sendo 

triados ao longo das últimas seis décadas (1960 – dias atuais) (COUTO et 

al., 2019).  Demonstramos neste artigo de revisão as plataformas que têm 

sido utilizadas para desenvolver da melhor forma a triagem de tais 

compostos. Modelos in silico, in vitro e in vivo foram bastante discutidos. 

 Ao longo da revisão discutimos modelos convencionais, modelos 3D, 

abordagens moleculares, com o intuito de determinar os mecanismos de 

citotoxicidade, como danos à membrana, bloqueio da síntese de DNA, 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS e absorção de drogas) 

(ABILDGAARD; GULDBERG, 2015; CASTRO; WARD, 1988; EDIRIWEERA; 

TENNEKOON; SAMARAKOON, 2018); além das abordagens in vivo e ex 

vivo, como os modelos de xenoenxerto de linhagens celular (ROFSTAD; 

LYNG, 1996). 

 Estudos in sílico, como ancoragem molecular, foram discutidos ao longo 

de uma sessão por entendermos a importância da inserção de tais ensaios. 

A inclusão destes testes representa uma abordagem mais racional para a 
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triagem podendo auxiliar na redução do número de animais necessários, do 

tempo e dinheiro investidos em cada molécula (FU; CHEN; SUN, 2018). 

Atualmente existem bons softwares que auxiliam pesquisadores de todo o 

mundo na busca da previsão de ligação de moléculas a receptores, análise 

de farmacocinética, bem como triagem de inúmeros compostos com o intuito 

de predizer aquele no qual deve-se investir foco total. Auto-Dock Vina, MOE, 

GLIDE, GOLD, foram os softwares mais citados em nossa busca (COUTO et 

al., 2019). 

 Assim, entendemos que ferramentas in silico são, sem dúvida, de grande 

valor para as etapas iniciais de rastreamento de drogas. Com a ajuda desses 

dispositivos, milhares de compostos podem ser testados para identificar com 

eficácia os candidatos para os ensaios in vitro e in vivo enquanto 

consideramos vários endpoints durante uma única avaliação. Somado a isso, 

tais técnicas também podem ser aliadas na busca por respostas relacionadas 

a seletividades e mecanismo de ação de determinados compostos. 

 Nesta linha, juntando a TFD e o conhecimento que obtivemos da triagem 

de novos compostos, obtivemos excelentes resultados que serão discutidos 

na sequência (COUTO et al., 2020b).  O paper "Tetra-cationic platinum(II) 

porphyrins like a candidate photosensitizers to bind, selective and drug 

delivery for metastatic melanoma”, buscou bioprospectar 

fotossensibilizadores (3-PtTPyP e 4-PtTPyP) para serem utilizados na TFD 

e utilizar testes in sílico para justificar a possível seletividade dos compostos 

pelas células de melanoma metastático. 

 Os resultados obtidos na linhagem de melanoma metastático WM1366 

após tratamento com 3-PtTPyP e 4-PtTPyP mostraram que ambas as 

porfirinas de platina(II) não foram tóxicas para células não tumorais (linhagem 

CHO), pois apresentaram baixos níveis de inibição no teste de citotoxicidade. 

Esses achados sugerem uma possível seletividade dos compostos 

porfirínicos em relação às células tumorais, o que poderia ser explicado pela 
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tendência de ligação dos fotossensibilizadores, preferencialmente, às 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL) (CRUZ et al., 2013; HAMBLIN; 

NEWMAN, 1994). Firestone et al. demonstraram que as células neoplásicas 

apresentam maior captação de LDL e com isso maior expressão desses 

receptores (FIRESTONE, 1994). 

 Nossos estudos de docking molecular, demonstraram uma forte ligação 

dos nossos composto de platina(II), principalmente pela porfirina 3-PtTPyP a 

APOB-100, molécula responsável por carrear grande parte do colesterol LDL 

ao receptor (LDLR). Esses estudos de ancoragem molecular também foram 

descritos na mesma linha para prever afinidades de receptores específicos, 

a fim de melhorar a distribuição de drogas ou induzir uma possível 

seletividade. Bazcaran e colaboradores conduziram estudos com o gene ALK 

para câncer de pulmão de células não pequenas para tentar melhorar a ação 

de drogas para esse tipo de câncer (BASKARAN; RAMACHANDRAN, 2012). 

Da mesma forma, Xu et al. avaliaram por meio da ancoragem molecular o 

receptor RXR como uma via farmacológica para leucemia promielocítica 

aguda (XU et al., 2019). 

 Além da importância de demonstrarmos efetividade dos compostos contra 

as células tumorais, é interessante entendermos a via pela qual a morte 

celular está sendo desencadeada. Nossos resultados demonstraram uma 

morte induzida por apoptose via caspase 9 e 3, desencadeada por Bax/BCL2, 

genes avaliados por PCR em tempo real, sendo a morte por apoptose 

confirmada por ensaios de citometria de fluxo e microscopia confocal (Figura 

9). Somado a isso, eles corroboram com achados na literatura, onde a 

atividade apoptótica de diferentes porfirinas como fotossensibilizadores na 

terapia fotodinâmica foi demonstrada em várias linhas de células humanas, 

incluindo carcinoma de pulmão (SENGUPTA et al., 2018), carcinoma 

escamoso de língua (LAI et al., 2015), adenocarcinoma de mama 

(RANGASAMY et al., 2015) e câncer gástrico (CHEN; GAO; LIU, 2016). Os 
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mecanismos envolvidos na indução da apoptose porfirina estão geralmente 

relacionados ao aumento da produção de ROS e ativação da caspase (LAI 

et al., 2015; RANGASAMY et al., 2015). 

 

 

Figura 9: Representação esquemática do mecanismo de morte induzido por apoptose. 

 

 Convencidos do potencial antitumoral das porfirinas de platina que foram 

bioprospectadas nesta tese, buscamos melhorar a afinidade da porfirina 4-

PtTPyP, pois esta apresentou afinidade menos intensa pela APOB-100. Para 

isso, íons de metais de transição (zinco, cobre e níquel) foram adicionados a 

esta porfirina. Assim, além da ligação a APOB-100, foram avaliados receptor 

ERT-B (um dos responsáveis pelas metástases, ação anti-apoptótica e 

atividade proliferativa), receptores antioxidantes como SOD e CAT e a 
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ligação a proteína Albumina Soro Humano (HSA), responsável por carrear 

grande parte dos fármacos pela corrente sanguínea. 

 Faveiro e colaboradores ao avaliarem LDLR demonstraram por meio de 

seus achados que essa expressão aumentada, deste receptor, foi associada 

a uma maior sobrevida livre de recidiva (FAVERO et al., 2018). Portanto, usar 

o receptor de LDL como um aliado para terapias antitumorais torna-se uma 

alternativa interessante. Esta afinidade de ligação é evidente em nosso 

estudo quando adicionamos zinco e níquel para porfirina, melhorando 

significativamente a interação com o receptor de LDL, principalmente com o 

de zinco, que apresentou um aumento de aproximadamente 30% quando 

comparado com a base livre Pt(II). Somado a isso, cabe ressaltar que Hoang 

e colaboradores já haviam demonstrado em seus estudos que o zinco não se 

acumula significativamente in vivo (HOANG et al., 2016). 

 Nossos resultados ainda constataram que os metais de transição 

permitem uma ligação forte ao receptor ERT-B, o qual está super expresso 

em patologias como o câncer e distúrbios cardiovasculares (ALLARD et al., 

2013), dessa maneira o manejo deste receptor torna-se relevante para o 

tratamento ou diagnóstico de alta prevalência doenças humanas. Como 

sabemos que a ativação do receptor ERT-B ocorre com a ligação ET3 (LIN 

et al., 2007), por terem porfirinas que se ligam com maior afinidade por esse 

receptor do que ET3, elas acabam competindo com o ET3 pelo receptor e, 

desta forma, podemos inferir que a atividade proliferativa, antiapoptótica, 

metastática de ERT-B está comprometido, o que é favorável na terapia para 

melanoma metastático. 

 Entendemos que a avaliação das enzimas SOD e CAT seria relevante, 

pois o estresse oxidativo está presente nas células cancerosas e modular 

este processo pode ser uma parte fundamental no tratamento (ANDRISIC et 

al., 2018). Nossos resultados demonstraram que, principalmente, porfirinas 

com zinco e níquel apresentaram uma forte ligação com o sítio ativo da 
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enzima CuZn-SOD (SOD1), importante no processo antioxidante. Outros 

estudos como o de Church e colaboradores e o de Sosa e colaboradores, 

mostram que aumento da atividade de SOD2 foi encontrado para suprimir a 

malignidade fenótipo de células de melanoma humano. Dessa forma, o 

aumento das defesas antioxidantes pode ser um aliado na terapia anticâncer 

(CHURCH et al., 1993; SOSA et al., 2013). 

 Por fim, escolhemos testar nossas porfirinas com íons metálicos na 

ligação com a HSA, por ser a proteína em maior abundância no plasma, ser 

carregada negativamente e altamente solúvel, que ajuda a manter a pressão 

oncótica no sistema circulatório humano, além de ser responsável pela 

distribuição de componentes orgânicos e inorgânicos através de suas 

interações endógenas (ácidos graxos) e  exógenas (drogas) (POÓR et al., 

2017). Assim, as propriedades de ligação de HSA desempenham um papel 

crucial no processo farmacocinético de drogas comerciais e drogas 

potenciais em desenvolvimento, uma vez que essas proteínas ligadas a 

compostos de interesse podem ser transportadas pela corrente sanguínea 

[65].  

 Nossos estudos in silico sinalizam que na presença de metais adicionados 

ao centro de transição da porfirina quando comparadas à porfirina de platina 

(II) de base livre 4-PtTPyP houve um aumento da força de ligação. Somado 

a isso, ao analisar suas interações de resíduos de aminoácidos, observamos 

que eles foram compostos, principalmente, por forças hidrofóbicas 

acompanhadas por ligações de hidrogênio. Dentro deste contexto, forças 

hidrofóbicas são importantes para o reconhecimento da molécula pelo 

receptor, enquanto as ligações de hidrogênio são importantes para manter a 

estabilidade da molécula. Também observamos que todas as porfirinas têm 

a capacidade de se acomodar dentro da proteína, desta forma, entendemos 

que HSA tem a capacidade de transportá-los através da corrente sanguínea. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Ao longo desta Tese buscamos apontar o potencial da terapia 

fotodinâmica (TFD) aplicada ao melanoma metastático por meio de testes in vitro 

e in silico em linhagens celular de melanoma metastático (WM1366 e A375). 

Propusemos que a inserção de testes in silico pode ser uma abordagem racional 

para a triagem de novos compostos, levando a uma escolha mais assertiva de 

moléculas candidatas aos testes subsequentes. Gerando, dessa forma, uma 

economia de tempo e dinheiro.  

 Demonstramos, ainda que as porfirinas tetracatiônicas de platina(II) são 

boas candidatas a fotossensibilizadores e que metais de transição como zinco, 

cobre e níquel melhoram a seletividade das porfirinas às células tumorais, sem 

mexer em sua atividade antiproliferativa. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

 Abordamos, ao longo deste estudo, testes in silico e in vitro para 

comprovarmos uma hipótese que havíamos criado. Com eles conseguimos 

justificar o mecanismo de ação provável que está por trás da morte celular. 

Obtivemos como resultados que o possível mecanismo de morte se da por 

apoptose via caspases 9 e 3 induzidas por Bax/BCL2 e ainda conseguimos 

explicar a possível seletividade dos fotossensibilizadores que foram utilizados 

pelas células tumorais. 

 Futuramente, serão necessários testes in vivo e – posteriormente – ex 

vivo para que se aumente a complexidade dos organismos em estudo para mais 

adiante ter a possibilidade de ser extrapolado para seres humanos. Ainda, 

sugerimos que tecnologias como a nanotecnologia sejam somadas a TFD para 

melhorar ainda mais a entrega dos fotossensibilizadores, bem como termos a 

possibilidade de incluirmos a TFD como diagnóstico do câncer, além de 

tratamento. 
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