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Resumo:

O céancer de colorretal € uma das neoplasias mais frequentes na populacao
adulta. A terapia medicamentosa para o cancer é restrita e agressiva. Dentro
disso, a terapia fotodindmica tem mostrado sucesso no tratamento de
enfermidades e células proliferativas, sem provocar efeitos colaterais. Assim,
a hipericina (HYP) tem sido muito estudada e explorada na terapia
fotodindmica devido as suas caracteristicas. A HYP incorporada ao
surfactante P-123 (HYP/P123) resultou em melhora de sua solubilidade.
Este trabalho utilizou células Caco-2 para avaliar a eficacia da HYP/P123 na
morte dessas células pela terapia fotodinAmica. Foram testadas distintas
concentracbes de HYP/P123, tempos de incubacdo das células com a
formulagdo e tempos de iluminagdo com luz tipo LED. Os resultados
mostraram que todos os fatores foram importantes para a morte celular.
Mostrou ainda um efeito de interacdo entre os fatores. O resultado final
mostrou um modelo capaz de explicar 88% dos dados e indica que tanto os
fatores principais quanto suas interagdes sao significativas para o resultado
da terapia fotodinamica utilizando HYP/P123.

Introducao

O céancer colorretal € umas das neoplasias mais frequentes na
populacdo adulta, ainda que nos paises ricos, a incidéncia esteja
estabilizada, na América do Sul, ela tem aumentado (JEMAL et al., 2010).
Como a terapia medicamentosa para controle do cancer é restrita, as opcdes
terapéuticas sdo agressivas e pode acometer outros 6rgdos devido ao uso
sistémico, o desenvolvimento de uma terapia menos invasiva é desejavel.
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Dentro desta perspectiva, a terapia fotodindmica tem mostrado
sucesso em diversos tipos de enfermidades com células proliferativas,
podendo atingir alvos especificos sem provocar efeitos colaterais sistémicos
ou em tecidos sadios (SCHUITMAKER et al., 1996). A terapia fotodindmica
(TFD) € um tratamento clinico que tem ganhado espaco nos ultimos anos.
Usa-se um composto fotossensibilizador (FS) que sob a acédo de luz de
determinado comprimento de onda na presenca de oxigénio molecular (O,)
gera oxigénio singlete (*O,), responséavel pela morte celular (CASTANO et
al., 2005).

A hipericina (naftodiantrona) tem sido bastante explorada na terapia
fotodindmica por apresentar altos valores de rendimento quéntico de
fluorescéncia e capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio apos
ativacdo com luz. (JENDZELOVSKY et al, 2009). A incorporacdo da
hipericina em surfactante P-123 apresentou melhora na solubilidade em
agua e pode desempenhar melhor efeito fotodinamico.

A linhagem celular Caco-2 tornou-se um modelo in vitro para predizer
a absorcado do farmaco através do intestino humano. A H/P-123 apresenta
um alto potencial para uso no tratamento de cancer de célon e a aplicacao
da terapia fotodindmica pode ser vantajosa, para combater a proliferacdo de
bactérias e para inibir a proliferacdo das células tumorais.

Portanto, na presente proposta, o foco foi convergido sobre o efeito da
H/P-123 preliminarmente sobre cultura de células intestinais, avaliando sua
eficacia na morte dessas células.

Materiais e métodos
1. Obtencéo do formulado e cultivo das células
Hipericina/P-123 (H/P-123) foi obtida de acordo com o artigo
Montanha C.M et al (2005). As linhagens de células Caco-2 (ATCC HTB37),
cedidas pela faculdade de Farmécia da Universidade de S&o Paulo de
Ribeirdo Preto, foram cultivadas de acordo com o artigo Montanha C.M et al
(2005).

2. Ensaio de Citotoxicidade:

Para o estudo de viabilidade celular, foi feito de acordo com o artigo
Montanha C.M et al (2005), com concentracbes de Hipericina/P-123 e
Hipericina//DMSO na proporg¢éo de 1:2 de Hip de 1, 0,55 e 0,1 pmol/L a 100
umol/L de polimero P-123. As placas foram incubadas e iluminadas com
placas de LED em tempos diferentes.
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Resultados e Discussao

Os resultados foram analisados seguindo ANOVA para um
delineamento experimental fatorial 3° e mostraram que todos os fatores
testados (concentracdo da formulacdo, tempo de incubacdo anterior a
iluminacdo e tempo de iluminacgdo) foram significativos para a viabilidade
celular. Os graficos de contorno (Fig. 1) mostram os resultados.

O objetivo desse trabalho foi obter a menor viabilidade celular possivel,
garantindo uma terapia antitumoral efetiva. Sendo assim, observa-se que as
maiores concentracdes de HYP, associadas ao maior tempo de incubacao e
maiores tempo de incubacédo sdo capazes de obter melhores respostas em
termos de morte celular. O modelo descrito pela analise foi:

V(%)= 68,9—33,7-C—80-C*—318-In— 44,7 -Nlu —379-C-In— 109
C*m—179-C -Nlu—10,3-C* Nu—130-In-Mlu—8,0-In
M —-11,2 07 11

onde V(%)=percentual de viabilidade celular; C=concentracdo de HYP;

In=tempo de incubacéo; llu=tempo de iluminacgao.

O modelo acima é capaz de descrever 88% dos dados (R-ajustado
0,8825). Seguindo o modelo proposto, os parametros otimizados para a
morte celular sdo a concentracdo intermediaria de HYP (0,55 uMol/L) e os
maiores tempos de mcubagao (220 min) e de iluminagéo (30 min).
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Figura 1. Gréficos de superficie de contorno da viabilidade celular (%) em relagéo aos
fatores estudados (concentragdo HYP, tempo de incubagéo e tempo de lluminagéo). A-
Incubacéo x Concentragéo; B-lluminacdo x Concentracdo; C-lluminacgdo x Incubagéo.

Conclusbes
A aplicacdo de HYP nanoestruturada na terapia fotodinamica pode ser
um potencial adjuvante de tratamento em cancer de coélon de intestino.
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