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RESUMO

O carcinoma de células escamosas é o principal subtipo histolégico do céancer
cervical e esta associado principalmente a infecgao persistente pelo papilomavirus
humano (HPV). A terapia fotodindmica (TFD) utiliza um fotossensibilizador (FS),
ativado por luz de comprimento de onda especifico, para produzir espécies reativas
de oxigénio (EROs) e promover danos as células tumorais. Estudos prévios com
ftalocianina de aluminio-cloro (AIPcCl) demonstraram atividade antitumoral em
células da linhagem SiHa (HPV 16-positiva) cultivadas em modelos 2D. Entretanto,
esses modelos ndo reproduzem adequadamente o microambiente tumoral. Assim,
este estudo avaliou a atividade da TFD com AIPcCl em esferoides 3D da linhagem
SiHa. Inicialmente, foram testadas diferentes técnicas para formacéao dos esferoides
e, apos ajustes, estabeleceu-se um protocolo baseado em agarose e colageno tipo |.
Os esferoides foram tratados com diferentes concentragcdes de AlPcCl,
permanecendo por 2 ou 24 horas no escuro e posteriormente sendo iluminados por
20 ou 40 minutos com luz vermelha (600—750 nm). A viabilidade celular foi avaliada
pelo ensaio de resazurina. Houve redugédo da viabilidade apés a iluminagado, com
efeito mais evidente ap6s 24 horas de incubacdo e 40 minutos de iluminacao.
Entretanto, também foi observada redugédo da viabilidade nos grupos mantidos no
escuro e no controle com dimetilsulféxido (DMSO), indicando possivel efeito
citotéxico da AIPcCI e influéncia do veiculo. Os resultados demonstram atividade
fototoxica da AIPcCl em esferoides de SiHa e indicam a necessidade de novos
ajustes experimentais

INTRODUCAO

O cancer cervical constitui importante problema de saude publica, sendo o
carcinoma de células escamosas seu principal subtipo histolégico. A doenca
apresenta forte associacdo com a infec¢do persistente por tipos oncogénicos do
papilomavirus humano (HPV), especialmente o HPV16 (OKUNADE, 2020).
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A TFD apresenta-se como uma alternativa terapéutica promissora. Nessa
abordagem, um agente fotossensibilizador (FS) é ativado por luz e, na presenca de
oxigénio, promove a formacao de EROs, capazes de causar danos celulares. Entre
os FS estudados, as ftalocianinas apresentam caracteristicas favoraveis para
aplicacdo em fototerapia, incluindo absorcdo de luz na regido do vermelho e
capacidade de geracgao de espécies reativas (CAROBELI et al., 2021).

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram efeito antitumoral da
AlPcCl em linhagem celular humana de cancer cervical escamos HPV16-positiva
(SiHa), com aumento de EROs, indugéo de apoptose e reducao da migracao celular.
Entretanto, modelos 2D apresentam limitagdes para representar a organizacao e as
interacbes presentes nos tumores sdlidos. Os esferoides 3D permitem maior
interacao célula-célula e formacdo de gradientes de nutrientes, oxigénio e
distribuicao de agentes terapéuticos, aproximando-se das caracteristicas do
microambiente tumoral (HABANJAR et al., 2021).

Dessa forma, este estudo teve como obijetivo avaliar a atividade da TFD com AIPcCI
em esferoides da linhagem SiHa e estabelecer condicbes experimentais para
investigacdo de sua citotoxicidade e fototoxicidade.

MATERIAIS E METODOS

Linhagem celular e formagdo dos esferoides

As células SiHa foram mantidas em DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, penicilina-estreptomicina e anfotericina B, a 37 °C e 5% de COL.
Inicialmente, foram testadas as técnicas de gota suspensa e sobreposicao liquida
para a formagédo de esferdides. Como ndo foram obtidos esferoides compactos e
estaveis, o protocolo foi ajustado. Placas de 96 pocos com fundo em U foram
revestidas com agarose a 1,5% e receberam 1 x 10° células SiHa em 100 uL de
meio. As placas foram centrifugadas e apds 24 h foi adicionado colageno tipo | (3
pg/mL), seguido de nova centrifugagédo. Os esferoides foram mantidos a 37 °C e 5%
de COLl e acompanhados por microscopia 6ptica comum.

Tratamento e avaliagdo da viabilidade

Os esferoides foram tratados com AIPcCl nas concentracées de 0,9 a 56 uM,
preparadas a partir de solucdo estoque em dimetilsulfoxido (DMSO). Foram
avaliados periodos de 2 e 24 horas no escuro, seguidos de 20 ou 40 minutos de
iluminacdo com luz vermelha (600—-750 nm). Foram utilizados grupos controle sem
tratamento e contendo DMSO.

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de resazurina ap6s 24 horas de
incubacao. Os resultados foram expressos como porcentagem de células vivas em
relagdo ao controle. As analises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism
8.0, utilizando teste t de Student ndo pareado, considerando-se p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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As técnicas inicialmente testadas néo produziram estruturas 3D compactas. Apés a
utilizacdo de agarose e colageno tipo |, foram obtidos esferoides compactos e
estaveis entre o quarto e o sexto dia de cultivo, permitindo o estabelecimento do
modelo 3D de células SiHa (Figura 1).
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Figura 1. Formagao de esferoides tridimensionais da linhagem SiHa pela técnica de sobreposicao
liquida com adicao de colageno tipo I. Imagens obtidas por microscopia 6ptica invertida.

Ap6s a padronizagdo do modelo, foram avaliadas 4 condigbes de tratamento,
combinando 2 ou 24 horas de incubagdo no escuro com 20 ou 40 minutos de
iluminagéo (Figura 2). Nos experimentos com 2 horas de incubac¢ao no escuro antes
da iluminagao, foi observada reducéo da viabilidade em diferentes concentracdes de
AlIPcCI. Com 20 e 40 minutos de luz (Figura 2 A e B, respectivamente), a viabilidade
reduziu para cerca de 60-70% com 56 uM de AlPcClI.
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Figura 2. Viabilidade celular dos esferoides de células SiHa apos tratamento com diferentes
concentracdes de AIPcCI. Os graficos representam as condigdes de (A) 2 h no escuro + 20 min de
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iluminacao, (B) 2 h no escuro + 40 min de iluminagao, (C) 24 h no escuro + 20 min de iluminagao e
(D) 24 h no escuro + 40 min de iluminagcdo. Dados expressos como média * desvio padrao.

Nos experimentos com incubacdo de 24 horas no escuro antes da iluminagao,
ocorreu reducdo mais acentuada da viabilidade principalmente apds a exposicao a
luz. Apdés 20 minutos de iluminagéo, a viabilidade foi aproximadamente 55% na
concentragdo de 56 pM. Com 40 minutos de luz, a viabilidade foi reduzida a
aproximadamente 50% em 56 uM (Figura 2 C e D, respectivamente).

De modo geral, os resultados indicam que a exposicao a luz potencializou a reducao
da viabilidade dos esferoides tratados com AIPcClI, especialmente apds 24 horas de
incubacao e 40 minutos de iluminacao, caracterizando efeito fototdxico.

A comparacao entre os periodos de incubacao sugere que o aumento do tempo de
incubacao pode favorecer o efeito fototdxico, embora esse padrao nao tenha sido
uniforme entre todas as condi¢des. Entretanto, a reducéo da viabilidade também foi
observada em algumas condicdes nos grupos mantidos no escuro, demonstrando
que parte do efeito pode ocorrer independentemente da ativacao luminosa. Além
disso, a expressiva morte celular observada nos grupos contendo somente DMSO
(controle nao tratado) indica influéncia do veiculo sobre a viabilidade celular. Assim,
embora os resultados demonstrem atividade fototdxica da AIPcCl, ndo é possivel
atribuir toda a reducéo observada exclusivamente a TFD.

Esses achados reforcam a importancia dos modelos 3D para avaliacdo de
tratamentos antitumorais, uma vez que a organizacao dos esferoides pode modificar
a distribuicdo do FS e a resposta celular. Novos experimentos sdo necessarios para
definir concentragdes e condigdes de incubacado que reduzam os efeitos citotéxicos
independentes da iluminagéo.

CONCLUSOES

Foi estabelecido com sucesso um protocolo para formacédo de esferoides 3D de
células SiHa utilizando agarose e colageno tipo I. A AlIPcCl apresentou efeito
fototoxico apds iluminacédo, mais evidente apds 24 horas de incubagao e 40 minutos
de exposicao a luz. Entretanto, os efeitos observados no escuro e nos grupos
somente com DMSO indicam a necessidade de novos ajustes experimentais para
melhor diferenciar a citotoxicidade da fototoxicidade do tratamento.
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