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Resumo

O cancer cervical (CC) é o quarto tipo mais comum de cancer em mulheres no
mundo, e o terceiro mais frequente no Brasil. A infeccdo persistente por
Papillomavirus humano (HPV) é o fator essencial para o seu desenvolvimento. As
opcbes de tratamento com efeitos citotdéxicos para evitar o avango do CC sédo
limitadas. Assim, um grande numero de compostos naturais tem recebido atencdo
por apresentarem efeitos terapéuticos especificos de interesse para o cancer. O
desenvolvimento de novas ferramentas que auxiliem a busca por novos compostos
com efeitos terapéuticos mostra-se relevante, especialmente ferramentas que
substituam os testes in vivo convencionais, uma vez que o sacrificio de animais é
algo que deve ser cada vez mais evitado nas pesquisas. Dessa forma, a utilizacéo
de metodologia de cultura celular 3D mostra-se como algo promissor, por se tratar
de um ensaio in vitro que se aproxima muito do modelo in vivo, permitindo ao
pesquisador inUmeras possibilidades. Dessa forma, o objetivo do presente projeto foi
avaliar a acao da crisina, que € um flavonéide derivado da prépolis, em esferdides
formados por células tumorais cervicais humanas da linhagem CasKi (HPV-16 e -18
positivas), por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV). Nossos
resultados indicam uma possivel atividade antineoplasica da crisina em esferoides
de CasKi. Porém, sdo necesséarios mais estudos para avaliar novas concentracdes
da crisina, bem como melhorar a preparacdo das laminas para microscopia, com a
intencdo de preservar a estrutura tridimensional dos esferdides.

Introducéo

O cancer de colo do utero ou cancer cervical (CC) € um importante problema de
saude publica, pois esta entre os mais incidentes no mundo, ocupando a quarta
posicdo. No Brasil, € o terceiro mais frequente, exceto o cancer de pele nao
melanoma, ficando apenas atras de cancer de mama e colorretal. A estimativa para
cada ano do triénio 2020-2022 € de 16.590 novos casos (INCA, 2021).
Aproximadamente 85% dos casos mundiais de CC ocorrem em paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, sendo responsavel por 311 mil ébitos por
ano (GLOBOCAN, 2021).
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A infeccdo persistente pelo Papillomavirus humano (HPV) de alto risco
carcinogénico (AR) é o principal fator envolvido no desenvolvimento do CC. O HPV-
AR 16 é o tipo mais frequente na populagdo em geral e € considerado o principal
causador de CC, seguido do HPV 18, relacionado a aproximadamente 15%
(BRIANTI et al,2017). Sabe-se que a maioria das infec¢des por HPV séo transitérias,
e gue outros cofatores sdo importantes para o desenvolvimento das neoplasias em
mulheres infectadas por HPV-AR (BRIANTI et al,2017).
O tratamento do CC depende do estagio de evolucédo da doenca, tamanho do tumor
e fatores pessoais. Entre os tratamentos para o CC estdo a cirurgia, a
guimioterapia, a radioterapia ou a combinacdo de radioterapia e quimioterapia
(INCA,2021). As opcdes de tratamento com efeitos citotoxicos para evitar 0 avango
do CC ainda séo limitadas, de modo que a busca de novos compostos terapéuticos
€ de extrema importancia.
Atualmente, também vem sendo mais estudado e explorado o modelo de cultura de
células em 3D, visto ser o modelo in vitro que mais se aproxima do modelo in vivo
(KIM,2005). A utilizacdo destes esferdides apresenta desde curvas de resisténcia a
drogas semelhantes ao encontrado em tumores solidos como também restabelece
caracteristicas morfolégicas e funcionais do seu tecido in vivo, sendo uma
importante ferramenta em ensaios de citotoxicidade (KIM,2005).
A terapia a partir de produtos naturais ainda € pouco explorada para o CC, e tém
sido um recurso extremamente eficaz tanto para a descoberta quanto no
desenvolvimento de medicamentos, por proporcionar uma enorme variedade de
estruturas quimicas (KASALA et al,2015). A crisina € um composto flavonoide
derivado da propolis, e tem sido investigado em uma ampla variedade de linhagens
celulares de cancer tais como célon, pulmdo, mama, figado, prostata e leucemia,
bem como em modelos tumorais em animais, e esta tem demonstrando
propriedades anticancer promissoras, agindo principalmente na inibicdo da
proliferacdo celular e da apoptose (KASALA et al,2015). Dessa forma, o objetivo do
presente projeto é avaliar a acdo da crisina em esferdides formados por células
cervicais tumorais humanas da linhagem CasKi (HPV-16 e 18), por meio de
microscopia eletrbnica de varredura, observando alteracbes relacionadas a
morfologia e ao tamanho dos esferdides.

Materiais e métodos

A crisina (5,7-diidroxiflavona) utilizada nos experimentos foi adquirida
comercialmente da Sigma-Aldrich, diluida em DMSO, em uma concentracado de 40
mM e estocada a uma temperatura de -20° C. Utilizou-se a linhagem celular CasKi,
de origem de neoplasia de cérvice uterina humana metastatica, com propriedade
aderente, com morfologia semelhante a célula epitelial. Contém aproximadamente
500 cépias do genoma do HPV-16 e ainda genoma do HPV-18, assim como genes
p53 e pRB sem mutacdes. O cultivo foi feito em uma garrafa de cultivo celular com
meio de cultura suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) em atmosfera
controlada com 5% de CO, a 37°C.

Para geracdo dos esferdides foram utilizadas microplacas de 96 po¢cos com fundo
em U, sendo que cada poco foi revestido com uma fina camada de agarose (1,5%).
Apbs polimerizagcdo da agarose, foram adicionados 200 pL em cada po¢o de uma
suspencdo de células com uma concentracdo de 5x10* células/mL e as placas foram
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incubadas durante quatro dias em estufa de CO,. Assim, os esferéides foram
expostos as concentracdes de 50, 100 e 200 uM de crisina por 72 horas. Células
mantidas apenas com DMEM foram utilizadas como controles negativos (CN). Apds
o tratamento, os esferdides foram fixados em solucédo de glutaraldeido a 2,5% em
tampao cacodilato 0,1 M e desidratados em uma seérie ascendente de alcool. A
sequir, foi determinado o ponto critico e a metalizacdo em ouro. As amostras foram
entdo observadas com um dispositivo de varredura Shimazu SS-550 Super
(Shimadzu, Téquio, Japdo) no COMCAP/UEM, sendo avaliados parametros como
didametro e morfologia das células que compde os esferdides.

Resultados e Discussao

Através da microscopia eletronica de varredura (Figura 1 A-D), foi possivel observar
gue por conta da preparacdo das laminas, os esferdides acabaram perdendo seu
formato tridimensional, adquirindo um formato plano, semelhante & um disco, o que
impossibilitou a avaliacdo do diametro dos mesmos.

Figura 1: Imagens dos esferbides da linhagem células CaSki tratados com crisina em microscopia
eletronica de varredura (MEV). A) Esferéides nédo tratados (CN); (B), (C) e (D) Esferdides tratados
com crisina nas concentracdes de 50, 100 e 200 uM, respectivamente.

Com relagcdo a sua morfologia, foi possivel observar que os esferéides CN
apresentam estrutura composta por células e matriz extracelular (Figura 1A). Os
esferoides tratados com as concentracdes de 50uM e 100uM de crisina mantém as
células na sua superficie, porém nota-se um aumento na quantidade de matriz
extracelular (Figura 1B e 1C). Ja nos esferdides tratados com a concentracdo de
200uM de crisina, ndo foi mais observado células na superficie do mesmo, mas
apenas matriz extracelular. Estes dados indicam que na concentracdo de 200uM de
crisina, as células que compde a superficie do esferdides foram mortas em
decorréncia do tratamento. Porém, a matriz extracelular permaneceu nos esferéides,
0 que pode atuar como uma barreira contra a acao da crisina as células do interior
dos esferdides.
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A partir da avaliacdo morfolégica dos esferdides por meio da MEV, podemos sugerir
uma possivel atividade antineoplasica da crisina in vitro, mas em estruturas que se
aproximam mais das condi¢des in vivo, que sdo os esferdides (modelo de cultura
3D). Porém, sdo necesséarios mais estudos para avaliar novas concentragfes da
crisina, bem como melhorar a preparacdo das laminas para microscopia, com a
intencdo de preservar a estrutura tridimensional dos esferoides.

Conclusoes
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