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RESUMO

O adenocarcinoma cervical € o segundo tipo mais comum de neoplasia maligna do
colo do utero e apesar de mais agressivo, ndo existe um protocolo de tratamento
especifico para este cancer. O uso da combinacdo entre quimioterapia a base de
cisplatina e terapia fotodinamica (TFD) com hipericina (HIP) representa uma
alternativa para aumentar a taxa de sucesso do tratamento e reduzir efeitos
adversos da quimioterapia. Neste trabalho, investigamos o efeito da
fotoquimioterapia com HIP e cisplatina em células derivadas de adenocarcinoma
cervical em comparagcdo com uma linhagem celular ndo tumorigénica. Para isso,
avaliamos a internalizacéo, viabilidade e morfologia celular apos os tratamentos. Os
resultados obtidos demonstram que a HIP é internalizada seletivamente em células
de adenocarcinoma endocervical e que o tratamento em combinagcdo tem maior
capacidade de reduzir a viabilidade celular e induzir alteracdes morfolégicas nas
células tumorais, quando comparado a TFD e a cisplatina separadamente. Portanto,
essa estratégia de combinagdo pode ser uma alternativa promissora para o0
tratamento do adenocarcinoma cervical.

INTRODUCAO

O adenocarcinoma cervical acomete as células colunares do epitélio endocervical e
esta associado principalmente a infeccdo persistente pelo Papillomavirus humano
(HPV) 18. Sua prevaléncia tem aumentado entre mulheres jovens e costuma ser
mais agressivo do que outros tipos de cancer cervical. Apesar disso, ndo ha um
protocolo de tratamento especifico para o adenocarcinoma cervical (STOLNICU;
HOANG E SOSLOW, 2019). Um dos quimioterapicos mais usados para o tratamento
do cancer cervical é a cisplatina, entretanto seus efeitos colaterais séo diversos. Seu
uso combinado com a terapia fotodinamica (TFD) poderia maximizar os resultados
terapéuticos e diminuir os efeitos colaterais. A hipericina (HIP) tem sido considerada
um excelente fotossensibilizador para a TFD pois produz altas taxas de oxigénio
singlete e se acumula preferencialmente em tecidos neoplasicos (DAMKEamke et
al., 2020). Entretanto, a HIP apresenta baixa solubilidade em agua, o que limita suas
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aplicagbes farmacoldgicas. Diante disso, o0s sistemas de administracdo de
medicamentos permitem uma entrega aprimorada do agente fotossensibilizador com
a vantagem de serem sistemas biocompativeis e estaveis. Neste trabalho, avaliamos
a fotoquimioterapia baseada na administracdo simultanea de hipericina
nanoencapsulada em plurbnico P123 (HIP/P123) e cisplatina frente a células
derivadas do adenocarcinoma cervical.

MATERIAIS E METODOS

Linhagens celulares e condi¢fes de cultura

As linhagens celulares HelLa (adenocarcinoma do colo uterino, positiva para HPV-
18) e HaCaT (ceélulas epiteliais humanas espontaneamente imortalizadas) foram
mantidas em estufa a 37 °C com 5% de CO,, em frascos com meio de cultura
DMEM, suplementado com soro fetal bovino, penicilina/estreptomicina e anfotericina
B.

Internalizacao celular

As células HelLa e HaCaT (1,5x10° células/mL) foram expostas a 1 pmol/L de
HIP/P123 por 30 min, 1h30 e 3h no escuro. A fluorescéncia emitida pela HIP nas
células foi observada em microscoépio de fluorescéncia invertido com filtro RFP.

Avaliacao da morfologia celular

As células HelLa e HaCaT (1,5x10° células/mL) foram tratadas com HIP/P123 (2,5
pmol/L) e/ou cisplatina (2,5 pmol/L) por 3h e iluminadas por 15 min. Células nao
tratadas foram utilizadas como controle. O crescimento, a aderéncia e a morfologia
celular foram observadas em microscopio invertido.

Citotoxicidade e fototoxicidade

As linhagens celulares (2,5x10° células/mL) receberam diferentes tratamentos
diluidos em DMEM: HIP/P123 (0,5, 2,5 e 12,5 umol/L); cisplatina (2,5, 12,5 e 62,5
pmol/L); combinacdo de HIP/P123 (2.5 uM/L) e cisplatina (2,5, 12,5 e 62,5 pmol/L)
por 3h no escuro, para avaliagdo da citotoxicidade. Para avaliar a fototoxicidade,
apos incubacao nas mesmas condi¢cdes, as células foram expostas a luz (450 a 750
nm, 6,3 Jlcm?) por 15 min. Células apenas com DMEM foram utilizadas como
controle 100% viavel. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. A
comparacao entre as médias dos grupos foi realizada pelo teste t-Student, utilizando
o programa GraphPad Prism 8.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A HIP/P123 comecou a ser internalizada nas células HeLa com 30 min de

exposicdo, e a maior fluorescéncia ocorreu apés 3h (Figura 1). O mesmo ocorreu
nas células HaCaT, mas com menor intensidade (Figura 2). Assim, foi possivel
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constatar o carater seletivo pela internalizacdo mais eficaz da HIP/P123 nas células
tumorais e o tempo de 3h foi escolhido para os proximos ensaios.

Figura 1 - Internalizacdo da hipericina nanoencapsulada em plurénico P123 (HIP/P123) na linhagem
celular HeLa nos tempos de (A) 30 min, (B) 1h30, (C) 3 h (Filtro RFP, objetiva de 20x).
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Figura 2 - Internalizacdo da hipericina nanoencapsulada em plurénico P123 (HIP/P123) na linhagem
celular HaCaT nos tempos de (A) 30 min, (B) 1h30, (C) 3 h (Filtro RFP, objetiva de 20x).

A avaliacdo da morfologia celular demonstrou que ap6s o tratamento combinado
com TFD e cisplatina ocorreu maior descolamento das células da placa de cultivo e
a presenca de células com aparéncia que remete a apoptose. Tais alteracdes foram
mais frequentes no tratamento em combinacdo do que nos tratamentos isolados e
ainda, danos mais expressivos foram vistos nas células HelLa (Figura 3) em
comparacao a HaCaT (Figura 4).
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Figura 3 - Mdrfologia de células HelLa néo tratadas '(A), tratadas coh c'iéplatina (B), terapia
fotodinamica com HIP/P123 (C) e a combinacao de ambos (D). Objetiva de 40x.
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Figura 4 - Morfologia de células HaCaT nao tratadasb(A), tratadas com cisplatina ('Ié)i,' iérapia
fotodindmica com HIP/P123 (C) e a combinacdo de ambos (D). Objetiva de 40x.

A cisplatina sozinha teve efeito limitado em todas as concentra¢des testadas, o que
condiz com as altas taxas de insucesso no tratamento com este quimioterapico, que
requer altas doses e longos tempos de exposicao (Figuras 5 e 6). Ja no tratamento
em combinacdo houve efeito sinérgico, com reducdo da viabilidade da linhagem
HelLa a 5% ja com a menor concentracado de cisplatina testada (Figura 5), o que
indica que essa estratégia pode permitir o uso de doses menores do quimioterapico
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e assim reduzir seus efeitos adversos. Nos testes com HaCaT, apesar da
combinacdo também afetar a viabilidade, permaneceram mais de 20% de células
viaveis (Figura 6).
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Figura 5 - Viabilidade de células HelLa tratadas com HIP/P123 com e sem iluminacao (A), Cisplatina
(B), e a combinagédo ambas (C) em diferentes concentracdes. Resultados expressos em média +
desvio padrao, ****p<0.0001, **p<0.001.

&

C)

2

8
3
S

@

8
@
3

60

3

40

2
3

20

Viabilidade celular (%)

Viabilidade celular (%)
Viabilidade celular (%)

20

© o

6 6
g v v &

& c traga L) g N
oncentraho, (Kmolt) Concentragéo (umollL) o o o

Concentragao (umol/L)
== 3h escuro gho (u )

3h escuro + 15 min luz
Figura 6 - Viabilidade de células HaCaT tratadas com HIP/P123 com e sem iluminagao (A), Cisplatina
(B), e a combinacdo ambas (C) em diferentes concentracfes. Resultados expressos em média +
desvio padrao, ****p<0.0001, ***p=0.0003, **p<0.001.

CONCLUSOES

A combinacdo entre cisplatina e TFD com HIP demonstrou maior eficacia,
seletividade por células neoplasicas e reducdo da dose do quimioterapico, podendo

| se refletr em diminuicdo de efeitos colaterais. —Estes resultados promissores
apontam a necessidade de mais estudos in vitro e in vivo.
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