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1. DESCRICAO DA INOVAGAO

A terapia fotodindmica (PDT - do inglés Photodynamic Therapy) emerge
como uma abordagem terapéutica altamente promissora no tratamento do céncer,
despertando interesse em diversas areas médicas, tais como dermatologia,
oncologia e urologia (COUTO et al., 2020). Este interesse é justificado pela sua
alta seletividade celular, limitada suscetibilidade a resisténcia a medicamentos e
menor incidéncia de efeitos adversos em comparacdo com as formas
convencionais de tratamento (WANG et al., 2023). Essa modalidade terapéutica
tem sua base em trés elementos centrais: a aplicacdo de fotosensibilizadores
(PSs - do inglés photosensitizer), a exposi¢cao a luz e a presenga de moléculas de
oxigénio. O mecanismo de acao é desencadeado pela ativagado dos PSs através
da luz, que transfere energia ao oxigénio, resultando na geragdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Essas espécies danosas impactam os componentes
celulares, levando a morte das células (TEEUWEN et al., 2022).

Dentre essas moléculas capazes de atuarem como PSs na PDT, as
porfirinas se destacam, sendo amplamente empregadas nessa abordagem
terapéutica (DENG et al., 2020). As porfirinas possuem caracteristicas como baixa
toxicidade, alta afinidade por células tumorais e fotoestabilidade. Ao absorverem
luz na regiao especifica do espectro eletromagnético, sdo capazes de gerar ROS,
tornando-as altamente eficazes em terapias contra o cancer (TSOLEKILE et al.,
2019). Além disso, com o objetivo de potencializar ainda mais essas
caracteristicas, tém-se explorado as metaloporfirinas, associagbes das porfirinas
com ions metalicos em suas estruturas (MONTASERI et al., 2020). Essas
metaloporfirinas, assim como as ligadas a complexos de paladio, emergem como
uma via promissora para amplificar a sua eficacia terapéutica (DENG et al., 2020).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi realizar as etapas iniciais dos
testes pré-clinicos in vitro com protétipos inéditos de oncofotosensibilizadores,
utilizando a Terapia Fotodindmica (PDT) em uma linhagem celular de carcinoma
transicional de bexiga humano (RT-4). Os oncofotossensibilizadores investigados
sdo porfirinas de paladio (3-Pd(PPh3), 3-Pd(dppf) e 3-Pd(PEPSI)), sintetizados e
caracterizados pelo Laboratério de Bioinorganica e Materiais Porfirinicos da
UFSM. A principal diferenga entre essas porfirinas estda no tipo de ligante
coordenado ao ion paladio: no 3-Pd(PPh3), a coordenagéo ocorre por atomos de
fésforo, no 3-Pd(dppf), envolve atomos de ferro, enquanto no 3-Pd(PEPSI), ndo
ha a presenca de ligantes.

2. ANALISE DE MERCADO
2.1.Mercado e Concorréncia - Fotossensibilizadores

Os PSs clinicamente aprovados para a PDT sao predominantemente
compostos tetrapirréis ciclicos, como porfirinas, clorinas e bacterioclorinas
(BASKARAN et al., 2018). Entre os PSs mais estudados, o Photofrin® (Porfimer
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sodium; Axcan Pharma, Inc) foi um dos primeiros agentes de PDT aprovados para
uso clinico. Apesar de seu uso extenso, o Photofrin® possui desvantagens, como
baixa solubilidade em agua e fototoxicidade no escuro (TEEUWEN et al., 2022).
Em contraste, o acido 5-aminolevulinico (5-ALA) tem ganhado destaque como
uma alternativa preferencial na PDT devido a sua fotoestabilidade, solubilidade
em agua e nao toxicidade. No entanto, o 5-ALA também enfrenta desafios, como
o desenvolvimento de resisténcia pelas células tumorais, limitando sua eficacia a
longo prazo (EBRAHIMI et al., 2024). Isso ressalta a necessidade de desenvolver
novos PSs que superem as limitagées dos agentes atuais.

O uso de complexos metélicos de transicdo tem se destacado na PDT
devido ao seu potencial terapéutico (LI et al., 2020). Um exemplo sdo as
bacterioclorinas contendo paladio,Tookad® e TOOKAD®Soluble (Palladium
bacteriopheophorbide, Negma Lerads/Steba Biotech), que sdo PSs em fase Il de
testes clinicos para cancer de prostata, que exibem vantagens na PDT,
comparados com seus analogos sem metais (PUCELIK et al., 2020). Portanto, a
exploracao de complexos metalicos, como os de paladio, pode abrir novas
possibilidades terapéuticas, proporcionando alternativas promissoras para o
desenvolvimento de oncofotossensibilizadores mais eficazes.

2.2. Cancer de Bexiga e Terapia Fotodinamica

O cancer de bexiga (CB) é classificado como a décima neoplasia mais
comum e a décima terceira causa de mortalidade por cancer globalmente
(RICHTERS et al., 2019). No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional do
Cancer para o triénio 2023-2025 indicam uma taxa de 5,25 casos por 100 mil
habitantes (INCA, 2023). Os carcinomas uroteliais representam o tipo histolégico
mais comum de CB, correspondendo a mais de 90% dos casos dessa neoplasia.
O CB pode ser dividido em dois subtipos principais: ndo musculo invasivo
(NMIBC) e musculo invasivo (MIBC) (ASCO, 2021). O MIBC é conhecido por ser
mais agressivo e fatal em comparagao ao NMIBC. No entanto, os pacientes com
NMIBC enfrentam altas taxas de recorréncia tumoral apés o tratamento, afetando
cerca de 70% dos individuos (KAUFMAN et al., 2009). Isso implica em desafios
clinicos e financeiros, uma vez que o CB possui um dos maiores custos vitalicios
de tratamento por paciente em comparagdo com outros tipos de cancer,
totalizando 3,6 bilhdes de euros nos EUA e 5 bilhdes de euros na Europa por ano
(MOSSANEN et al., 2014). Esse cenario € resultado das elevadas taxas de
recorréncia em pacientes com NMIBC, das estratégias rigorosas de vigilancia e
dos custos associados ao tratamento (RICHTERS et al., 2019).

A PDT tem mostrado ser uma opg¢ao promissora para o tratamento do
cancer de bexiga, particularmente em casos de NMIBC (AEBISHE et al., 2024).
Ensaios clinicos relataram taxas de resposta terapéutica variando entre 50% e
80% ao se utilizar diferentes PSs, como a hematoporfirina derivada (HpD), um
precursor do Photofrin®, em carcinomas superficiais de bexiga (PROUT et al.,
1987). Embora a recorréncia da doenga seja comum, a PDT tem demonstrado
potencial significativo no manejo tanto do cancer de bexiga superficial quanto do
carcinoma in situ (D’HALLEWIN et al., 1995). Além disso, estudos comparativos
com o Bacilo Calmette-Guérin (BCG), atualmente padréo ouro para tratamento de
NMIBC, sugerem que a PDT pode ser igualmente eficaz (AEBISHE et al., 2024).

3. ESTRATEGIA DE DESENVOLVIMENTO E IMPLEMENTAGAO

No Brasil, em 2023, o Ministério da Saude incorporou a Terapia
Fotodinamica no SUS, com o PS metil-ALA, para pacientes com cancer de pele
basocelular superficial e nodular, o tipo de cancer mais comum no pais. Com
baixo custo e produgdo simples, essa incorporacdo foi recomendada pela
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Comissédo Nacional de Incorporagdo de Tecnologias no SUS (Conitec), que a
destacou como uma alternativa segura e eficaz. Estudos avaliados pela Conitec
mostraram que o tratamento foi eficaz a longo prazo, eliminando 85% dos
tumores sem efeitos colaterais graves. Esses avancgos foram derivados do projeto
"Terapia Fotodindmica Brasil" (TFD), iniciado em 2012 na USP que envolveu
diversas instituicbes de pesquisa, empresas e hospitais, com o objetivo de tornar
a técnica aplicavel em larga escala. O financiamento veio de varias fontes,
incluindo o BNDES e a FINEP, em parceria com o Ministério da Saude. Esse
projeto se tornou um case de sucesso ao ser a primeira tecnologia universitaria
incorporada ao SUS, um exemplo de inovagao tecnolégica no pais (GOV, 2023).

No desenvolvimento de novos protétipos de oncofotosensibilizadores,
como as porfirinas de paladio, o modelo de negdcios integra pesquisa e
desenvolvimento com parcerias na industria farmacéutica, centros oncolégicos e,
o Ministério da Saude por meio do projeto TFD. A colaboragao do TFD e o SUS
oferece uma base solida para a implementagao da nova tecnologia, aproveitando
a estrutura ja estabelecida no sistema publico. Além disso, essas parcerias
incentivam financeiramente a continuidade dos ensaios pré-clinicos, garantindo o
avancgo das pesquisas até fases mais avangadas de desenvolvimento.

Os estudos pré-clinicos desempenham um papel crucial no
desenvolvimento da Terapia Fotodinamica (PDT), pois fornecem a base para
avaliar o potencial terapéutico de novos candidatos a farmacos, como os
oncofotossensibilizadores, antes de avangar para ensaios clinicos. A
caracterizagao in vitro desses compostos € essencial para entender seu
mecanismo de captacéo pelas células, localizagao intracelular, citotoxicidade na
auséncia de luz e fototoxicidade induzida pela iluminacdo, além dos modos de
morte celular envolvidos. Esses estudos ajudam a otimizar os protocolos de PDT,
avaliar a eficacia de combinagdes com outros agentes terapéuticos, fornecer
subsidios essenciais para a realizagao dos testes in vivo e, posteriormente, a
realizagéo de testes clinicos (WIEHE & SENGE, 2022).

Neste estudo, realizamos a primeira fase dos testes pré-clinicos, com
experimentos in vitro utilizando células de carcinoma transicional de bexiga
humano. Para tal experimento foi cultivada a linhagem celular de carcinoma de
células transicionais de bexiga de baixo grau (RT-4) que foi cultivada em meio
DMEM com 10% de soro fetal bovino e mantidas em uma estufa umidificada com
5% de CO, a 37 °C. A divisdo de grupos experimentais e ensaio fotodinamico foi
realizado de acordo com a publicacdo prévia de nosso grupo de pesquisa
(COUTO et al., 2020). O experimento foi dividido em dois grupos: um exposto a
luz e outro mantido na auséncia de luz, utilizando sete concentragdes (200, 100,
50, 28, 14, 7 e 3,5 nM) das trés porfirinas de paladio.O grupo exposto a luz foi
submetido a fototerapia, no qual houve irradiagdo com luz branca (400 a 800 nm)
gerada por um sistema de lampada LED de 100 W. A intensidade da luz foi de 50
mW/cm?, por 30 min, a uma distancia de 15 cm da placa de cultivo.

Para avaliacdo da citotoxicidade foi realizado o teste MTT conforme RISS
et al. (2016), as absorbancias foram medidas e analises foram realizadas com
ANOVA de uma via e para distinguir grupos, foi aplicado o pds-teste de Tukey
para comparagoes multiplas. As analises estatisticas foram conduzidas usando o
software GraphPad Prism 8, com um nivel de significancia estatistica definido em
p <0,05.

4. RESULTADOS ESPERADOS E IMPACTO

Os resultados do teste MTT revelaram a inibigdo da proliferagao celular na

linhagem RT-4, permitindo a determinacéo dos valores de IC5, para os compostos
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analisados. As porfirinas de paladio 3-Pd(PPh3), 3-Pd(dppf) e 3-Pd(PEPSI)
apresentaram atividades distintas, influenciadas pela presenga de luz e pela
estrutura de cada composto. A coordenacdo do ion de paladio com diferentes
ligantes foi crucial para a atividade antiproliferativa. A porfirina 3-Pd(dppf) se
destacou como a mais eficaz, com IC5, de 14,34 nM, seguida por 3-Pd(PPh3)
(ICs, de 16,68 nM) e 3-Pd(PEPSI) (ICs, de 57,62 nM), sugerindo que ligantes de
ferro amplificam a geracdo de ROS sob luz, resultando em uma maior
citotoxicidade.A dependéncia da luz foi evidente, com atividade minima no escuro.

Essas descobertas ndao apenas validam o potencial antitumoral dos
compostos, mas também abrem caminho para estudos pré-clinicos mais
aprofundados. A continuidade dessas investigacbes permitira a avaliagdo de
parametros mais complexos, como a resposta imunolégica e a biodistribuicao dos
oncofotossensibilizadores, fornecendo subsidios para que, futuramente, esse
prototipo seja elegivel para testes in vivo e, em etapas posteriores, para ensaios
clinicos. Essa progressao é fundamental para comprovar a eficacia e seguranga
em modelos mais proximos da realidade clinica, possibilitando a tradu¢ado dos
resultados laboratoriais para o tratamento em pacientes.

5. CONCLUSOES

A fase inicial dos testes pré-clinicos com porfirinas de paladio inéditas
como oncofotosensibilizadores para uma linhagem celular de carcinoma
transicional de bexiga humano demonstra grande potencial como produto
tecnolégico. Os resultados in vitro indicam elevada citotoxicidade em células
tumorais, com eficacia significativa sob exposi¢cdo a luz, além da auséncia de
fototoxicidade no  escuro, uma caracteristica  fundamental para
oncofotosensibilizadores. Além disso, esses experimentos, em conjunto com
iniciativas como o projeto "Terapia Fotodinamica Brasil", abrem o caminho para
um alinhamento com as estratégias de saude publica e subsidios financeiros,
destacando o impacto positivo que essa tecnologia pode alcancgar. Esse estudo
mostra, de forma inicial, uma possivel nova opcgdo promissora de
oncofotossensibilizador, oferecendo uma alternativa acessivel e eficaz para as
proximas fases de testes pré-clinicos, testes in vivo e, posteriormente, ensaios
clinicos.
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