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RESUMO

A terapia fotodinamica (TFD) tem sido proposta como adjuvante no tratamento de
cancer. Neste estudo, avaliamos efeitos fotodinamicos e antitumorais de formulacéo
de eritrosina decil- éster (ERIDEC) e azul de metileno (AM), em células de
adenocarcinoma colorretal humano (Caco-2). A TFD com F-127/ERIDEC/AM reduziu
a viabilidade celular e atividade formadora de coldnias de células Caco-2. No escuro,
o tratamento com F-127/ERIDEC/AM por 20 horas causou pequena redugcédo na
viabilidade, mas quando mantido por 7 dias, impediu a formacdo de col6nias. O
conjunto de dados apontam o sistema F-127/ERIDEC/AM como alvo promissor para
futuros estudos in vivo, com vistas a aplicagfes futuras para o tratamento do CCR.

INTRODUCAO

Na ultima década, houve um aumento de 20% na incidéncia de céancer, com
estimativa de 25 milhdes de casos novos no mundo até 2030. No Brasil, estima-se
45.630 novos casos entre 2023 e 2025. Excluindo-se o cancer de pele nao-
melanoma, o cancer colorretal (CCR) é o terceiro em incidéncia no Brasil (De
Oliveira Santos et al., 2023). A terapia fotodinamica (TFD) foi proposta como
adjuvante aos tratamentos oncoldgicos tradicionais. O mecanismo TFD envolve a
interacdo entre fotossensibilizador (FS), luz e oxigénio molecular. Os FSs absorvem
a luz visivel e convertem energia em oxigénio molecular circundante, gerando
espécies de oxigénio altamente reativas e oxigénio singlete (De Freitas et al., 2019).
O fenotiazinico AM € um bom candidato a FS na TFD para o tratamento do CCR,
pois tem banda de absorcdo em 660nm e um grau de lipossolubilidade, que permite
boa interacdo com membranas bioldgicas e, quando administrado in vivo, ha maior
concentracdo intestinal e hepatica (Rojas, Bruchey e Gonzales-Lima, 2012). A
ERIDEC é um derivado xantémico da Eritrosina-B e com 6timo rendimento quantico
para geracdo de oxigénio singlete e alta lipossolubilidade (De Freitas et al., 2019).
Avaliamos efeitos fotodindmicos e antitumorais da combinagdo ERIDEC e AM
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formulados em micelas poliméricas de plurdnicos F-127 em uma linhagem de
adenocarcinoma colorretal humana Caco-2.

MATERIAIS E METODOS

Cultivo celular: A linhagem Caco-2 (ATCC, USA) foi cultivada em estufa (CO2-5%;
37°C) em frascos (25cm?) com High Glucose- DMEM, suplementado com penicilina-
estreptomicina (1%) e soro fetal bovino (10%).

Sistema fotossensibilizador (F-127/ERIDEC/AM): ERIDEC e AM foram formulados
em micelas poliméricas de plurdnicos F-127. As concentracdes de ERIDEC variaram
entre 0,31 e 5uM e a de AM foi sempre 5uM. As micelas foram obtidas por disperséo
sélida (1%, 7,94 x 10 mol L™).

Estimativa de viabilidade celular: Foi utilizado o método do MTT-Formazan (Sigma-
Aldrich™-USA), apos tratamento com F-127/ERIDEC/AM (20h) na presenca e
auséncia de fotoestimulagdo. As leituras de absorbancia foram realizadas em
540nm.

Ensaios Clonogénicos: Células foram semeadas em placas de 6 pocos (400
células/pocgo). Avaliou-se a formacdo de colbnias apdés TFD e apoés tratamento
cronico, por 7 dias, no escuro com F-127/ERIDEC/AM (EC30, EC50 e EC90). As
imagens foram coletadas apés fixagdo e coloragdo das colbnias (minimo de 50
células) e a quantificacao foi realizada usando o software Image J.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra que os tratamentos (20h) com F-127/ERIDEC/AM no escuro
levaram a uma pequena reducdo na viabilidade celular ([(115%), em relacdo ao
controle nédo tratado, enquanto o tratamento com micelas brancas nao alterou a
viabilidade celular de modo significativo, em relacdo ao grupo néo tratado.

Viabilidade Celular (% )

ERIDEGAM (uM)

Figura 1. Viabilidade celular (ensaio MTT) de células Caco-2 tratadas com F-127/ERIDEC/AM no
escuro, *p<0,05; ANOVA seguido de pds-teste Bonferroni, em relagdo ao controle. (n=6)
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Na Figura 2, as viabilidades obtidas com F-127/ERIDEC/AM imediatamente e 24
horas ap6s TFD mostra redu¢cdes imediatas da viabilidade (0 80%, ERIDEC 5uM/
AM 5uM), e efeitos mais expressivos apos 24 horas da TFD ([B5%), um indicativo
gue analises de viabilidade realizadas imediatamente apdés TFD em células em
cultura, podem subestimar de modo relevante os resultados obtidos com esta
técnica.

Na Figura 3, temos resultados obtidos de ensaios clonogénicos. A e C, mostram que
a TFD reduziu a formacéo de colbnias ap0Os tratamento com F-127/ERIDEC/AM por
20h. Em B e D, vemos que o tratamento por com F-127/ERIDEC/AM por 07 dias no
escuro, também reduziu drasticamente o numero de col6nias de Caco-2.
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Figura 2 . Viabilidade celular (ensaio MTT) de células Caco-2 tratadas com F-127/ERIDEC/AM
imediatamente apés TFD (20min, 24 J/cm?) e ap6s 24 horas, *p<0,05; ANOVA, seguido de pos-teste
Bonferroni. (n=7).

350

@]
w
3

O

w

=]

=]
1

300

N
a
S

250

200

N
=1
S

a
S

1504

Nimero de colénias
Numero de colénias

=)
S

1004

o
[=]
1

501

FUNDACAO
ARAUCARIA

Apoio o0 Deservolvimento Clentifico
S Tecnalsgico do Porone




32° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica
12° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica Junior LR s sl

Figura 3. Tratamentos F-127/AM/ERIDEC na formacéo de coldnias de Caco-2, pés TFD ou
incubacédo crénica no escuro. *p<0,05, ANOVA seguido de pds-teste Bonferroni vs controle. (n=5-8).

CONCLUSOES

Os dados indicam que o sistema F-127/ERIDEC/AM constitui um sistema
fotossensibilizador promissor para a TFD e podera ser alvo de futuros estudos sub-
clinicos in vitro e in vivo, com vistas a aplica¢fes futuras no tratamento do CCR.
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