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Resumo:

O cancer cervical apresenta-se hoje como o0 quarto mais incidente e letal na
populacdo mundial feminina. Apesar disso, as opcbes de tratamento e
combate a esse tipo de cancer ainda sao falhas; diante desse cenario
pesquisas utilizando a Terapia Fotodinamica (TFD) surgiram e comecaram a
apresentar resultados satisfatorios quanto a citotoxicidade as células
tumorais. A hipericina é uma quinona aromatica policiclica biossintetizada
por algumas plantas do género Hypericum e foi alvo de diversos estudos,
possuindo citotoxicidade comprovada em diversos artigos; entretanto por ser
altamente hidrofdbica, neste trabalho, foi utilizada em combinagdo com o
plurbnico F-127 para auxiliar sua entrada na célula. Assim, o objetivo desse
estudo foi avaliar a atividade antitumoral da FTD utilizando a hipericina
nanoencapsulada em plurénico F-127 (HIP/F-127) frente a linhagem celular
de céancer cervical HeLa (HPV 18-positivo) em comparacdo com linhagem
celular epitelial humana n&o tumorigénica (HaCaT). As linhagens celulares
foram expostas a solu¢des diluidas de HIP/F-127 (0,4-3,2 pmol/L HIP — 1-7,5
pmol/L F-127). A viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio (MTT), as alteracdes
morfolégicas apds o tratamento foram observadas por microscopia comum e
a citotoxicidade a longo prazo foi avaliada com o ensaio clonogénico.
Concluiu-se que a HIP/F-127 exerce efeitos citotoxicos dependentes da
concentracdo em Hela, apresentando alta seletividade para células
cancerosas, tendo em vista que a linhagem HaCat néo teve sua viabilidade
reduzida devido ao tratamento.

Introducéo

O céancer cervical (CC) é o quarto tipo mais comum de cancer em mulheres
no mundo e 0 sétimo no geral, excetuando-se 0s casos de cancer de pele
nao melanoma, com aproximadamente 500.000 novos casos estimados por
ano. E o terceiro tumor mais frequente na populacéo feminina brasileira, e a
guarta causa de morte de mulheres por cancer no Brasil. A infec¢ao genital
por Papillomavirus humano (HPV) é responsavel por formas clinicas
benignas e assintomaticas e/ou les6es malignas mucosas do trato genital.
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Diversos estudos tém correlacionado a presenca do HPV principalmente dos
tipos de alto risco 16 e 18, como o maior fator de risco para o
desenvolvimento do cancer cervical, assim como de lesbes pré-cancerosas.
As opc¢Oes de medicamentos para o tratamento com efeitos citotoxicos para
evitar o avanco do cancer cervical ainda sao limitadas e apresentam
elevadas taxas de insucesso, visto que as taxas de morte por essa doenca
séo crescentes. Nesse contexto, a terapia fotodinamica (TFD) aparece como
uma opcao cada vez mais interessante no combate ao cancer cervical.
Utilizando-se de trés pilares — droga sensibilizante, iluminacdo em
comprimento de onda adequado e presenca de oxigénio molecular — essa
terapia consegue acumular o fotossensibilizante em tecido neoplasico e
produzir quantidade significante de produtos citotdéxicos apds a exposicao a
luz. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade
antitumoral da TFD utilizando hipericina nanoencapsulada em plurénico F-
127 (HIP/F-127) frente a linhagem celular de céancer cervical HeLa (HPV 18-
positivo) em comparacdo com linhagem celular epitelial humana né&o
tumorigénica (HaCaT).

Materiais e métodos

Fotossensibilizador e fonte de luz: A HIP/F-127 (100 umol/L de HIP/250
pumol/L de F-127) liofilizada e a fonte de luz foram fornecidos pelo Nucleo de
Pesquisas em Sistemas Fotodindmicos (NUPESF) do Departamento de
Quimica da Universidade Estadual de Maringa. A fonte de luz utilizada foi
um dispositivo com 66 unidades de diodos emissores de luz (LED) branca a
6,33 Jicm?.

Linhagens celulares e condi¢cdes de cultura: As linhagens utilizadas foram
linhagem celular de céancer cervical HeLa (HPV 18-positivo) originada de
adenocarcinoma de cérvice uterino humano e linhagem celular epitelial
humana ndo tumorigénica (HaCaT). As células em meio DMEM,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de
penicilina/estreptomicina e 1% de anfotericina B em estufa de cultura celular
a 37 °C com tenséo de CO2 de 5%.

Tratamento: HeLa e HaCat foram expostas a solucdes diluidas de HIP/F-127
(0,4-3,2 pymol/L HIP — 1-7,5 ymol/L F-127) por 30 minutos na auséncia de
luz. Apos esse periodo as linhagens celulares foram expostas a fonte de luz
por 15 minutos e novamente incubadas por 30 minutos na auséncia de luz.
Uma solucéo contendo apenas o Plurénico F-127 (250 pmol/L) foi utilizada
para verificar se ele exercia alguma atividade sobre as células. Como
controle negativo foram usadas células néo tratadas.

Teste de viabilidade celular — MTT: As células foram semeadas (2,5 x 10°
células/mL) em placa com 96 pocos. Apos a confluéncia celular, o
tratamento foi realizado conforme o item anterior. Depois de tratadas, as
células foram incubadas com 50uL da solucdo de MTT (2 mg/mL) e
incubadas por 4 horas. Apds esse periodo, o formazan formado foi diluido
em DMSO e a absorbancia lida em leitor de microplacas (Loccus) a 570 nm.
Como controle negativo foram utilizadas células tratadas apenas com DMEM
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ou apenas com F-127. A partir desse experlmento foram calculados os
valores de concentracao inibitéria (IC) para inibir em 30% do crescimento
celular em comparacdo com as células nao-tratadas (ICzp), 50% (ICso) €
90%(ICg). O mesmo procedimento foi realizado na auséncia de luz. A
morfologia celular apés o tratamento foi observada em microscopio de
fluorescéncia invertido EVOS FL Cell Imaging (Life Technologies).

Ensaio clonogénico: HelLa e HaCat foram semeadas em placas de 6 pocos
em concentragcdo de 600 células/poco. ApOs 24 horas, o tratamento foi
realizado utilizando os 1Czq (0,90 pmol/L) e ICso (1,50 pymol/L) e incubacéo
por 7 e 14 dias. Como controle negativo foram utilizadas células néo
tratadas. As colonias formadas foram fixadas com Metanol e coradas com
Cristal Violeta para a contagem.

Andlises estatisticas: Foram feitas com o programa GraphPad Prism version
6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Os dados foram
avaliados através do teste t-Student e apresentados através da média e do
desvio padréo de ao menos trés experimentos independentes em triplicata.

Resultados e Discusséo

O tratamento com HIP/F127 na auséncia de iluminacdo ndo causou
citotoxicidade (Figura 1A). O tratamento s6 com F-127 também néo
apresentou efeito citotoxico na presenca e na auséncia de luz, similar ao
controle negativo (células ndo tratadas) expostas a luz. Os efeitos citotoxicos
apos a iluminagdo foram dependentes da concentracdo da HIP/F127 em
HelLa (Figura 1B), onde observa-se a diminuicdo das células viaveis a partir
das primeiras concentracdes testadas. Ainda, esta citotoxicidade foi
altamente seletiva para as células cancerosas, uma vez que a linhagem
HaCat nao teve sua viabilidade reduzida devido ao tratamento (Figura 1B). A
partir do experimento de citotoxicidade, foram calculados os IC3, (0,90
pMmol/L), ICsq (1,50 umol/L) e ICqyq (2,70 ymol/L) da HIP/F127 para HelLa.
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Figura 1 — Resultados dos efeitos citotoxicos da HIP/F-127 nas linhagens
celulares HeLa e HaCat sem (A) e com (B) iluminacé&o.

As alteracdes da morfologia na linhagem tumoral HeLa ocorreram a partir da
primeira concentracdo testada (0,4 ymol/L). Houve retracdo do citoplasma e
descolamento das células da placa, que possuem como caracteristica o
crescimento em adesao (Figura 2).

Y

SQUEME: @CNPY  GEE oo

Apolo a0 Desenvolvimento Clentifico e
<Tocnslagies oo Forand DO ESTADO DO PARANA




/ KUEm=" "
29° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica ;’\Y 29°EAIC §
9° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior |

29 a 31 de outubro de 2020

NT § 3,2 umol
3 o R

o)

Figura 2 — Morfologia éelular de Hela apos trataﬂrhento‘ kcom'HIP/F-127.

O potencial clonogénico diminuiu de forma dose-tempo-dependente nas
células expostas ao tratamento (Figura 3). As células expostas por 7 e 14
dias a HIP/F-127 utilizando os IC3;, e ICs tiveram o numero e a
circunferéncia de suas colbnias reduzidas em comparacdo com o controle
nao tratado.

HeLa HelLa

Conclusoes

A HIP/F-127 demonstrou efeito citotoxico seletivo dependente da
concentracdo na linhagem celular HeLa, sem efeito na HaCat, evidenciando
gue essa pode ser uma alternativa a ser explorada para o tratamento do
cancer cervical. Experimentos futuros devem determinar os mecanismos de
acao da atividade antitumoral da TFD utilizando HIP/F-127.
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