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RESUMO

Os Papilomavirus Humanos (HPV) sdo uma familia de virus de DNA com mais
de 202 tipos, e séo divididos em HPVs de alto e baixo risco. A infecgéo pelo
HPV de alto risco foi identificada como agente etioldgico de seis tipo de cancer,
incluindo o carcinoma de colo de utero, de pénis, vagina, vulva, anus e
orofaringe, sendo que em aproximadamente 99,7 % dos casos de cancer cervical
a infeccdo pelo HPV de alto risco € relacionada como agente etiolégico. O
tratamento atual para carcinoma invasivo € a terapia combinada do
quimioterapico cisplatina com a radiacdo, contudo a cisplatina apresenta sérios
efeitos adversos. Assim, é de extrema importancia o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas, que aumentem a eficacia do quimioterapico e diminua
os efeitos colaterais, a fim de maximizar a resposta local e promover a sobrevida
do paciente. A curcumina € um composto hidrofébico bioativo muito versatil
que possui propriedades antioxidante, anti-inflamatoria, anti-hiperlipidémica,
antiangiogénica, antineoplasica e quimioprotetora. Além disso, a curcumina pode
ser usada como agente fotossensivel na Terapia Fotodindmica. Entretanto, sua
aplicacdo como agente ativo tem sido limitada pela sua baixa solubilidade em
agua e biodisponibilidade. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os
efeitos da Terapia Fotodindmica na viabilidade celular usando nanoemulsdes
com curcumina, como farmaco fotossensibilizante, em linhagens de carcinoma
cervical HPV-16 positivas cultivadas em monocultura. A auséncia de
citotoxicidade de nanoemulsdes vazias demonstra sua biocompatibilidade.
Adicionalmente, o tratamento com nanoemulsdes com curcumina na
concentracao de 20 uM de curcumina possui mais de 80% de viabilidade celular
para todas as linhagens celulares analisadas. As nhanoemulsdes foram capazes
de se internalizarem eficientemente nas células analisadas, sendo observadas
intracelularmente por até 36 horas nas células SiHa e por até 48 horas nas
células Caski e HaCat. Ap6s o tratamento com a Terapia Fotodinamica,

observou-se alto efeito fototdxico das nanoemulsdées com curcumina, sendo



observado menos de 5% de viabilidade celular apos a irradiagdo. Esse efeito foi
acompanhado por um aumento na atividade das caspases 3/7, sugerindo morte
celular por apoptose. Assim € possivel concluir que a formulacdo de
nanoemulsdo com curcumina como agente fotossensivel para a Terapia

Fotodinamica mostra potencial como terapia alternativa para carcinoma cervical.

Palavras chave: Nanotecnologia, Carcinoma Cervical, Curcumina, HPV



ABSTRACT

The Human Papillomavirus (HPV) is a family of DNA viruses with more than
202 types, and are divided into high and low risk HPVs. High-risk HPV infection
was identified as etiologic agent of six types of cancer, including cancer of the
cervix, penis, vagina, vulva, anus, and oropharynx, and, approximately, 99.7%
of the cases of cervical cancer are caused by high-risk HPV infections. Current
treatment modalities for invasive carcinoma are the combination of cisplatin-
based chemotherapy with radiation, however cisplatin shows severe adverse
effects and a low survival rate. Therefore, ongoing efforts are necessary to
developed news effective therapeutic strategies to enhance chemotherapeutic
efficacy and decrease these side effects, maximizing the local response and
patient survival. Curcumin is a bioactive versatile hydrophobic compound which
has anti-inflammatory, anti-hyperlipidaemic, anti-angiogenic, anti-neoplastic
and chemoprotective properties. Furthermore, curcumin may be used as a
photosensitizing agent in Photodynamic Therapy. This study aimed to
investigate the effects of Photodynamic Therapy in cellular viability using
curcumin-nanoemulsion as photosensitizing drug in cervical carcinoma HPV-
16 cell lines and identify possible molecular changes. The absence of
cytotoxicity of empty nanoemulsion showed its biocompatibility. Additionally,
the incubation with curcumin-nanoemulsion at 20 yM of curcumin showed more
than 80% of cell viability for cell lines. Nanoemulsions were internalized
efficiently in cells and were observed in the intracellular environment for up 36
hours after incubation in SiHa cells and for 48 hours in CasKi cells by
fluorescence microscopy. Besides, after the Photodynamic Therapy we
observed high phototoxic effect of the curcumin-nanoemulsion with less than
5% of viable cells after irradiation. This was accompanied by an increase in
caspase-3/7, suggesting cell death by apoptosis. We conclude that curcumin-
nanoemulsion formulation behaves as photosensitizing agent in Photodynamic

Therapy and shows potential as an alternative treatment to cervical carcinoma
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1. Introducéo

1.1.Papilomavirus Humano (HPV)

Os Papilomavirus sdo virus pequenos, medindo de 52 a 55 nm de
didmetro. Apresentam um genoma composto por uma Unica molécula de &cido
desoxirribonucleico circular de dupla fita com 7200 a 8000 pares de bases,
dependendo do gendtipo analisado. Possui um capsideo de simetria icosaédrica
com 72 capsémeros, sem envelope lipoprotéico. Este virus é epiteliotropico com
preferéncia por queratindcitos (NEBESIO et al., 2001), infectando as células da
camada basal do epitélio estratificado. A expressdo dos genes virais esta
diretamente relacionada com a diferenciacdo celular do hospedeiro
(MCMURRAY et al., 2001).

O genoma é dividido em regibes génicas denominadas sequéncias
abertas de leitura, do inglés open reading frames (ORF), que estdo localizados
na mesma fita de DNA. Estas ainda podem ser funcionalmente separadas em
trés regides principais: a primeira € uma regiao regulatoria, ndo codificadora, de
400 a 1.000 pares de bases que é conhecida pelas denominac6es long control
region (LCR) ou upper regulatory region (URR), situada entre os genes L1 e E6.
Essa regido do genoma € importante para a regulacédo da replicacéo viral e a
transcricdo de genes precoces, uma vez que possui sitios de ligacao para fatores
de transcri¢do virais e celulares (HOWLEY, 2007). A segunda é chamada de
regido precoce ou E, constituida pelos ORFs: E1, E2, E4, E5, E6 e E7, que estédo
envolvidos na replicacéo viral, no controle da transcricdo e na oncogénese. A
terceira regido € denominada tardia ou L codifica as proteinas L1 e L2 do
capsideo viral (BERNARD, 2002; CHOW et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica do genoma do Papilomavirus Humano do tipo 16 (HPV-
16), evidenciando regido regulatoria (LCR), as regibes precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e as
regides tardias (L1 e L2). HPV-16 possui um genoma de DNA fita dupla circular. O promotor da
transcricdo € denominado P97. AE e AL sado os sitios de poliadenilacédo precoces e tardios,
respectivamente. Fonte: Modificado de Lin et al 2010.

El

Os genes E1 e E2 codificam proteinas regulatérias importantes para o
HPV (proteinas E1 e E2). As fun¢Bes destas duas proteinas sdo essenciais para
o processo de replicacdo viral e infeccao celular. A proteina E2 reprime a
transcricdo unindo-se a sitios de ligacdo especificos na regido controladora,
enquanto que a proteina E1 facilita esta ligacao (CHOW et al., 2010). A proteina
E4 atua em estégios posteriores do ciclo do virus, envolvida na destruicdo da
estrutura do citoesqueleto da célula hospedeira facilitando a permanéncia e
maturacdo do virus (CHOW et al., 2010). A proteina E5 induz a proliferacao
celular, inibe a apoptose, pode ativar os receptores do fator de crescimento e
outras proteinas quinases (IARC, 2007). As proteinas E6 e E7 s&o as principais
responsaveis pela transformacdo nos HPV de alto-risco e atuam na modulag&o
de atividades de proteinas celulares que regulam o ciclo celular (LONGWORTH
e LAIMINS, 2004). Os genes tardios L1 e L2 codificam proteinas do capsideo
viral (CHOW et al., 2010).

Todos os tipos de HPV possuem dois promotores principais. P1 esta
localizado upstream do gene E6, e o promotor P3 esta localizado dentro do gene

E7. Ha também o promotor P4 que é universalmente conservado e localiza-se
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upstream da ORF do gene EG6. O virus depende fortemente de splicing alternativo
do mRNA para acessar todas as ORFs e alguns mRNA bi ou poli-cistrénicos
podem codificar mais do que uma proteina (TANG et al., 2006).

O HPV pertence a familia Papillomaviridae, que € composta por 30
géneros (Figura 2). O género Alphapapilomavirus € o mais diverso com 14
espécies e neste género sdo encontrados o0s tipos que infectam
preferencialmente a mucosa oral e anogenital em humanos e primatas (ICTV,
2001). Os membros da familia Papillomaviridae sdo comuns na natureza e ja
foram isolados e caracterizados de répteis (HERBST et al., 2009), aves (TERAI
et al., 2002), marsupiais (BENNETT et al., 2010), e diversas espécies de
mamiferos (BERNARD et al., 2010).
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Figura 2: Arvore filogenética baseada na analise da sequéncia do gene L1 de 170 tipos de
papilomavirus. Os nimeros nas pontas dos ramos identificam os tipos de HPV, “c” seguido de
um ndmero indica um novo candidato a tipo de HPV. Todas as outras abreviac@es se referem a
tipos de papilomavirus que infectam animais. Os semicirculos externos identificam os géneros e
os semicirculos internos, as espécies. Fonte: Modificado de de Villiers, 2013
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A classificacdo dos HPVs é baseada na diversidade genémica do gene
L1. Entre os géneros da familia Papillomaviridae ha uma diferenca maior de 40%
na sequéncia nucleotidica do gene L1, ja para as espécies esta diferenca varia
entre 30% e 40%. Ha ainda uma classificacdo dos papilomavirus em tipos,
subtipos e variantes. Um tipo de HPV difere de outro quando apresenta ao
menos 10% de divergéncia na sequéncia do gene L1. Em adicao, isolados do
mesmo tipo sdo classificados em subtipos quando a sequéncia nucleotidica
diverge entre 2% a 10%, e diferencas menores do que 2% definem uma variante
(BERNARD et al., 2010; DE VILLIERS, 2013).

Mais de 202 tipos de HPV foram identificados (HPV CENTER, 2015),
podendo ser classificados de acordo com o seu potencial oncogénico em HPV
de baixo risco e alto risco (IARC, 2007). Os tipos de baixo risco detectados com
maior frequéncia sao os HPV-6 e -11, estando normalmente associados a lesdes
benignas como papilomatose de laringe ou verrugas genitais e perianais. Os
tipos de alto risco mais frequentemente detectados sdo os HPV-16, -18, -31, -
33, -35, esses tipos estdo associados com carcinoma do colo do atero, tumores
na regiao genito-anal, cancer cervical e cancer de cabeca e pescogo (KLOZAR
et al., 2010).

HPV é altamente transmissivel, com o pico de incidéncia logo apds o inicio
da atividade sexual (MUNOZ et al., 2004). E transmitido através do contato pele-
com-pele (comportamentos ndo relacionados ao coito) e através de relacdo
sexual vaginal, anal ou oral. HPV pode ser transmitido com mais frequéncia de
mulheres para homens do que de homens para mulheres (NYITRAY etal., 2014).
Adicionalmente, o risco de infec¢céo pelo HPV esta associado com o niumero de
parceiros sexuais (VACCARELLA et al., 2006).

Mais de 90% das infeccbes detectadas sao resolvidas naturalmente apos
2 anos da infeccdo. As infecgbes que ndo sao eliminadas naturalmente poderéo
progredir em doencas relacionadas ao HPV na forma de verrugas genitais,
displasia ou cancer (PAHUD e AULT, 2015).

As opcOes de tratamento convencional para infec¢cdes por HPVs

(exofiticas, verrugas e lesbes cervicais) incluem cirurgia, tratamentos com
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criogenia, aplicacbes com drogas (podofilotoxina, 5-fluorouracil e &cido
tricloroacético) e terapias antivirais, como interferon-a intralesdo ou
intramuscular e imiquimod tépica para verrugas exofiticas (RIVERA e
TYRING, 2004; DE WITTE et al., 2015; KOLLIPARA et al., 2015). Entretanto,
os efeitos colaterais das drogas utilizadas para tratar infec¢cao por HPV incluem
dores, vermelhidao, coceira, queimacao e hipersensibilidade (LACEY, 2005).

De forma preventiva, os programas de vacinacao profilatica para o HPV
constituem a principal iniciativa de saude publica no mundo. Atualmente
existem trés vacinas profilaticas aprovadas pelo FDA (Food and Drug
Administration), a vacina bivalente Cervarix ® (GSK) que fornece imunidade
contra os HPVs do tipo 16 e 18, a vacina quadrivalente Gardasil ® (Merck) que
fornece imunidade contra os HPVs do tipo -6, -11, -16, -18, e a vacina
nonivalente Gardasil -9 ® (Merck), que protege contra os tipos -6, -11, -16, -18,
-31, -33, -45, -52 e 58 (TUMBAN et al., 2015). As vacinas sao produzidas a
partir de particulas ndo infecciosas chamadas de VLPs (Virus Like Particles -
Particula Semelhante a Virus) que sao formadas pela proteina do capsideo viral
L1 (TOFT et al., 2014).

Apbs a implementacéo da vacina foi observada uma rapida reducao de
até 90% de infecdes por HPV6/11/16/18 e verrugas genitais em mulheres
jovens na Austrdlia, Europa, América do Norte e Nova Zelandia (GARLAND et
al., 2016).

O Brasil introduziu em marco de 2014 o programa de imunizagao contra
o HPV para meninas de 9 a 13 anos de idade como parte do Programa Nacional
de Imunizacdo do Sistema Unico de Saude (SUS). O Brasil adotou um
calendario estendido para a vacina quadrivalente, Gardasil® (Merck), nesse
programa a segunda e a terceira dose sdo administradas apos 6 meses e 5
anos da primeira dose, respectivamente. (DOBSON et al., 2013; BAKER et al.,
2015). A partir de 2017 o programa de vacinagao incluird também os meninos
na faixa etaria de 12 a 13 anos. Para 0s meninos a vacina quadrivalente sera
oferecida em 2 doses, onde a segunda dose sera aplicada 6 meses apoés a
primeira (PORTAL BRASIL, 2017).
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1.1.1. O Ciclo de infeccdo viral

A replicagdo do HPV ocorre no epitélio estratificado, onde as particulas
virais entram no tecido epitelial através de microlesdes e infectam as células do
epitélio basal com um baixo nimero de copias (MCMURRAY et al., 2001).
Imediatamente ap6s a infeccdo da camada basal ocorre a etapa de
desnudamento do capsideo e o genoma viral segue em direcéo ao nucleo, onde
€ mantido na forma epissomal e independente do genoma do hospedeiro. Pouco
tempo apds a infeccdo ocorre um ciclo de replicacdo do DNA viral, independente
do ciclo celular, que amplifica o genoma viral para aproximadamente 50-100
copias por célula (SCHILLER et al., 2010).

Apos a divisdo celular, uma célula-filha permanece na camada basal do
epitélio, enquanto que a outra célula-filha migra para o proximo nivel do epitélio
estratificado e inicia a diferenciacdo. O ciclo de replicacao viral ocorre a medida
que as células infectadas movem-se através do epitélio, onde o DNA viral é
amplificado na camada granular; a transcricdo e traducdo dos genes tardios
ocorrem na parte superior do epitélio e a montagem das particulas virais ocorre
na camada cornificada. As células infectadas com as novas particulas virais sdo
descartadas na parte superior do epitélio e podem ser transmitidas diretamente
aos individuos (MCMURRAY et al., 2001). O ciclo infeccioso in vivo leva, em
média, de 2 a 3 semanas. Este € o tempo necessario para o queratindcito mover-
se da camada basal em direcdo a superficie do epitélio e diferenciar-se
(STANLEY, 2010) (Figura 3).
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Figura 3: Arquitetura celular do epitélio escamoso estratificado e a expresséo das proteinas do
HPV apés a infeccdo. As células-filhas das células tronco epiteliais dividem-se ao longo da
membrana basal e tornam-se maduras conforme migram verticalmente sem divisdes adicionais
(lado direito da figura). Apds a introducéo do HPV nas células tronco da camada basal do epitélio,
ocorre a expressao das proteinas virais ndo estruturais. Sob a regulacdo dessas proteinas, a
populacao de células em divisdo expande verticalmente e a diferenciacdo das células epiteliais
é atrasada e incompleta. Como mostrado, as proteinas virais sdo expressas sequencialmente a
diferenciacdo, e as particulas virais maduras sdo produzidas somente nas camadas mais
superficiais do epitélio. CAA: células apresentadoras de antigeno. Fonte: Modificado de Frazer,
2004.
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A proteina viral codificada pelo gene E1 é a Unica enzima de replicacdo do DNA
codificada pelos papilomavirus. Excluindo-se as proteinas virais E1 e E2, a
replicacdo viral é totalmente dependente da maquinaria celular de sintese de
DNA. Entretanto, os fatores de replicacdo e as DNA-polimerases celulares s6
estdo presentes em células em divisdo e a replicacéo viral ndo ocorre em tais
células. Dessa forma, o HPV codifica proteinas que reativam a sintese de DNA
celular, inibem a apoptose e atrasam a diferenciacdo dos queratindcitos
infectados, criando um ambiente permissivo para a replicacdo do DNA viral (ZUR
HAUSEN, 2002).

Em alguns casos, principalmente quando a infecgéo ocorre por HPVs de
alto risco, pode ocorrer persisténcia, integracdo e transformacdo. Em lesdes

cervicais de alto grau e nos tumores, o DNA do HPV esta geralmente integrado
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ao genoma do hospedeiro. Este evento promove a perda do gene E1 e o
rompimento do gene E2. A integrac@o ocasiona o término da amplificacéo viral
e a ativacao constante do promotor precoce do HPV resultando em uma super
expressdo de E6 e E7 e levando a imortalizacéo e transformacéo das células
(ROMANCZUK e HOWLEY, 1992; FRANCO e HARPER, 2005).

1.1.2. HPV e Carcinogénese

A infeccéo pelo HPV de alto risco foi identificada como agente etioldgico
de seis tipos de cancer, incluindo o carcinoma de colo de Utero, de pénis, vagina,
vulva, anus e orofaringe (PAHUD e AULT, 2015). A interagdo de proteinas virais
com proteinas do hospedeiro é considerado um dos fatores principais na inducéo
da carcinogénese pelos HPVs de alto risco (TOMMASINO, 2014). Em lesdes
cervicais de alto grau e nos tumores, o DNA do HPV esté geralmente integrado
ao genoma do hospedeiro. Esse evento promove a perda dos genes E1 e o
rompimento do gene E2 (BAKER et al., 1897; PETT et al., 2004). No entanto, os
genes E6 e E7 sdo preservados e expressos em linhagens celulares de cancer
cervical e neoplasias associadas ao HPV de alto risco. Isso resulta no término
da amplificacdo do DNA viral e na ativagcdo constante do promotor precoce do
HPV (STOLER et al., 1992; ZUR HAUSEN, 2002). Dessa forma, o mecanismo
pelo qual os papilomavirus estimulam a progressao do ciclo celular é atribuido
principalmente as proteinas virais E6 e E7 (DOORBAR, 2006).

Durante a infecgdo, a atividade dessas proteinas estimula a divisdo de
um pequeno numero de células infectadas, aumentando o numero de células
gue, subsequentemente, irdo produzir particulas infecciosas (DOORBAR, 2006).

Em HPV de alto risco a proteina oncogénica E6 ativa a degradacao do
gene supressor de tumor p53. A proteina E6 recruta a ubquitina ligase celular
E6AP e juntas formam um complexo trimérico com a p53, levando a
ubquitinagéo e a degradacao proteassomal de p53 (HUIBREGTSE et al., 1991;
SCHEFFNER et al., 1993). A proteina p53 € responsavel por monitorar e
proteger a integridade do genoma induzindo genes que regulam o ciclo celular

e o reparo do DNA, ou alternativamente a senescéncia ou apoptose da célula.
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Dessa maneira a inativacdo, degradacédo ou mutacdo em p53 pode desregular
suas funcdes resultando no aumento da proliferacdo celular e sobrevivéncia
celular prolongada (NGHIEM e KUPPER, 1998; PIM e BANKS, 2010).

A E6 media a degradacdo ndo somente de p53, mas também de
proteinas que contém os dominios PSD95/DIg/Z0O-1 e PDZ que modulam as
vias de sinalizacdo celular que regulam a diferenciacdo celular, como por
exemplo, o gene PTPN13, que pertence a uma familia de moléculas
sinalizadoras que regulam uma variedade de processos celulares incluindo
crescimento celular, diferenciagéo do ciclo celular e transformacdo oncogénica
(MASSIMI et al., 2004; NOMINE et al., 2006; SPANOS et al., 2008).

A proteina E7 interage com membros da familia Rb através de um motivo
conservado LXCXE que esta presente na regido amino-terminal dessas
proteinas. A familia Rb controla a transi¢cdo da fase G1-S pela regulagdo da
atividade de fatores de transcricdo da familia E2F (DYSON, 1998). Sitios de
ligacdo para E2F sdo encontrados em muitos genes que estdo envolvidos na
regulacdo da progressao do ciclo celular, diferenciacdo, mitose e apoptose
(DEGREGORI e JOHNSON, 2006). Em células normais, pRB reprime a
transcricdo de promotores dependentes de E2F por meio da ligacéo direta com
o dominio de transativacdo de E2F (MOODY e LAIMINS, 2010). A ligacéo de
E7 de HPVs de alto risco a pRB perturba o complexo RB-E2F (CHELLAPPAN
et al., 1992) resultando na expressao constitutiva dos genes que respondem a
E2F, como ciclina A e ciclina E, e promove a entrada prematura na fase S e a
sintese de DNA (CHENG et al., 1995; ZERFASS et al., 1995). A proteina E7
também leva as proteinas da familia Rb a degradacéo proteassomal por meio
de vias dependente de ubiquitina (BOYER et al., 1996; JONES, THOMPSON,
et al., 1997).

Em adicdo a desestabilizagdo de RB, E7 contribui para a imortalizacédo
por meio da interacdo com proteinas chaves que controlam a progressédo do
ciclo celular. Os inibidores de CDK, p21 e p27, sao importantes reguladores do
controle do crescimento celular durante a diferenciagdo epitelial, e p21 é

conhecido como um supressor tumoral na carcinogénese cervical (SHIN et al.,
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2009). A regido carboxi-terminal da proteina E7 tem a capacidade de se ligar a
p21 e p27 e inibir sua agéo no controle do ciclo celular (ZERFASS-THOME et
al., 1996; JONES, ALANI, et al., 1997).

Adicionalmente as proteinas E6 e E7 de HPVs de alto risco podem
contribuir pra a imortalizagdo das células infectadas por meio da ativacao da
telomerase. E6 de HPVs de alto risco podem ativar a transcricdo da trascriptase
reversa da telomerase (TERT), que em conjunto com a inativacdo de RB pela
E7 € um passo essencial para a imortalizacdo celular (WISE-DRAPER e
WELLS, 2008; HOWIE et al., 2009). Alguns estudos sugerem que E7 atua
promovendo o alongamento dos teldmeros por meio da via alternativa de
alongamento de teldmeros (arternative lengthening of telomeres —ALT), que
envolve recombinacdo homologa entre os teldbmeros de cromatides irmas
(ZHANG et al., 2004; SPARDY et al., 2008). Acredita-se que a ativacao de ALT
pela E7 seja importante na manutengdo do comprimento dos teldomeros nos
estagios iniciais do desenvolvimento do cancer (MOODY e LAIMINS, 2010).

Eventos oncogénicos adicionais, como a instabilidade genbémica, sdo
necessarios para a progressao maligna ocorrer. As proteinas E6 e E7 de HPVs
de alto risco induzem de maneira independente a instabilidade gen6mica em
células normais (WHITE et al., 1994), sendo uma caracteristica de malignidades
induzidas pelo HPV. A maioria de les6es malignas associadas ao HPV de alto
risco possui um grande numero de desequilibrios cromossomais, incluindo
ganho e perda de cromossomo e rearranjos cromossémicos (ZUR HAUSEN,
1999). A inducédo da instabilidade genética € um evento precoce nos canceres
induzidos pelo HPV, ocorrendo antes da integracdo do genoma viral no
cromossomo do hospedeiro (DUENSING et al., 2001).

A acdo combinada das proteinas E6 e E7 dos HPVs de alto risco nos
genes reguladores do ciclo celular para manter as células diferenciadas na
fase S do ciclo celular também resulta na abolicdo de muitos pontos de
checagem do ciclo celular. Isto leva a um acumulo de mutagdes celulares ao
longo do tempo e consequentemente a uma progressao ao cancer em células

infectadas com HPV de alto risco. Além disso, a proteina E5 de HPV de alto
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risco coopera com E6 e E7 na promocgdo da hiperproliferacdo de células
infectadas e isto facilita a progresséo ao cancer (DIMAIO e MATTOON, 2001).

1.2.Carcinoma Cervical

O Carcinoma Cervical € o terceiro cancer mais comumente diagnosticado
mundialmente, sendo a quarta causa de morte por cancer em mulheres (TORRE
et al., 2015). No Brasil , em 2016, foram diagnosticados 16.340 novos casos com
um risco estimado de 15,85 casos a cada 100.000 mulheres (INCA, 2016). Em
aproximadamente 99,7 % dos casos de cancer cervical a infeccéo pelo HPV de
alto risco é relacionado como agente etiologico (GLOBAL BURDEN OF
DISEASE CANCER et al., 2015). Os gendtipos de HPV identificados com mais
frequéncia em mulheres brasileiras diagnosticadas com carcinoma cervical
foram HPV-16 (77,6%), HPV-18 (12,3%), HPV-31 (8,8%) HPV-33 (7,1%) e HPV-
35 (5,9%) (DE OLIVEIRA et al., 2013).

O cancer cervical progride a partir de lesdes pré-malignas néo invasivas,
denominadas neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) ou lesdes intraepiteliais
escamosas (squamous intraepithelial lesions — SIL) (BASEMAN e KOUTSKY,
2005; DOORBAR, 2006). As alteracGes pré-malignas representam um espectro
de anormalidades histoldgicas, variando desde do estagio inicial NIC | (displasia
leve), NIC Il (displasia moderada) até NIC Il (displasia severa/carcinoma in situ)
(WOODMAN et al., 2007).

A citologia cérvico-vaginal convencional é a estratégia mais importante em
relacdo a prevencdo do desenvolvimento do carcinoma cervical. O exame
baseia-se na coloracdo de células epiteliais obtidas da cérvice, na expectativa
de que anormalidades nucleares detectaveis sejam representativas de lesbes
subjacentes definidas histologicamente. Esse exame reduz a incidéncia do
cancer de colo do utero ao permitir a detecgdo, possibilitando a excisdo das
lesBes precursoras) antes do desenvolvimento do cancer invasivo. Apesar de o
diagnostico ser subjetivo, a citologia cérvico-vaginal é considerado o

procedimento de maior sucesso no controle do cancer cervical, sendo observada
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uma reducdo em até 70% na incidéncia de cancer cervical, com a aplicacdo
efetiva desse exame em paises desenvolvidos (BOSCH e HARPER, 2006).

O carcinoma cervical apresenta altas chances de cura se diagnosticado
precocemente, e 0 tratamento nos estagios iniciais apresenta taxa de
sobrevivéncia de cerca de 90%. Entretanto, o cancer metastatico e recorrente
apresenta um prognostico ruim, com cerca de 17% de sobrevivéncia para
pacientes em estagio avancado da doenca (PFAENDLER e TEWARI, 2016).

Para as lesdes classificadas como NIC |, as recomendacdes terapéuticas
dependem do resultado da colposcopia. No caso de colposcopia satisfatéria a
paciente sera preferencialmente encaminhada para o seguimento sem nenhuma
abordagem terapéutica, uma vez que ha uma alta probabilidade de regressdo
espontanea das lesdes NIC |. O seguimento podera ser realizado com citologias
repetidas em 6 e 12 meses, citologia associada a colposcopia ou teste do HPV,
ambos em 12 meses. Caso a opc¢ao seja tratar, pode-se realizar o tratamento
por meio da crioterapia, da eletrocauterizacdo, da ablacdo a laser. Em pacientes
gue apresentem NIC | recorrente apds o tratamento ablativo recomenda-se uma
abordagem excisional, que pode ser realizada por meio de cirurgia de alta
frequéncia, conizac&o a laser ou lamina fria (AIDE et al.,2009).

Para os demais estagios (NIC Il e NIC II) a melhor opc¢éao terapéutica para
0 cancer cervical € a combinacdo de quimioterapia baseada em cisplatina com
a radiacdo. Entretanto, o uso clinico deste tratamento € limitado devido a
diversos efeitos colaterais como nefrotoxicidade, neurotoxicidade, toxicidade
hematoldgica, quimioresisténcia e danos aos tecidos normais (ROSE et al.,
1999; SEGOVIA-MENDOZA et al., 2015).

1.3.Curcumina
A curcumina é um pigmento polifendlico amarelo obtido da raiz da planta
Curcuma longa (Turmeric). A Curcuma longa € uma planta perene que pertence
a familia Zingiberacea presente na India e no Sudeste asiatico (JURENKA,
2009), é uma planta rizomatosa que apresenta um rizoma principal piriforme,

arredondado ou ovoide, carnudo com ramificacdes laterais compridas (SIMOES,
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2007). A curcumina ja vem sendo utilizada como tempero, cosmético e
fitoterdpico na medicina oriental. Recentemente vem recebendo atengdo nas
areas da medicina e nanotecnologia por possuir grande potencial terapéutico
devido as suas propriedades anti-oxidante, anti-inflamatéria, antineoplasica e
antibacteriana (MENON e SUDHEER, 2007; AGRAWAL e MISHRA, 2010;
MENG et al., 2013; CHEN et al., 2016).

A curcumina € um po cristalino amarelo-alaranjado de estrutura quimica
C21H2006 (FUGITA et al,, 2012). E uma molécula polifendlica, apresenta
coloracdo amarela intensa em pH &cido e vermelho em pH béasico. Possui dois
anéis aromaticos ligados por dois grupos de carbonilas insaturados (Figura 4), e
a molécula é estabilizada por uma ponte de hidrogénio com um grupo central
hidroxil (DARVESH et al., 2012). Esse composto apresenta-se insollivel em
agua, mas soluvel em solventes apolares, como etanol, cetona, acido acético e
cloroférmio, nos quais resulta em solugées amarelas com fluorescéncias verdes
(CHIGNELL et al., 1994).

Figura 4: Estrutura Quimica da Curcumina
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Sua atividade anticancer tem sido investigada para diversas linhagens
celulares de cancer como de mama (TAKEDA et al., 2014; COLEMAN et al.,
2015) de préstata (YALLAPU et al., 2014), de pulméo (CHEN et al., 2014), figado
(ZHANG et al., 2014) e pele (PHILLIPS et al., 2013). Adicionalmente a curcumina

tem sido relacionada a inducdo de apoptose em inumeras linhagens celulares,



32

tais como células de rim humanas CaKi (WOO et al., 2003), células de carcinoma
escamoso de pele COLO-16 (HAIL, 2008), fibroblastos de camundongos L929
(THAYYULLATHIL et al., 2008) e células de adenocarcinoma de pulmao (CHEN
et al., 2010).

Além dessas propriedades, observou-se que o tratamento com
curcumina induz a morte celular em linhagens celulares de carcinoma
cervical (HeLa, SiHa, CasKi e C33A) em uma maneira dose dependente
(DIVYA e PILLAI, 2006; MAHER et al.,, 2011), além de inibir rapidamente a
expressao da proteina E7 do HPV-16 apds 24 e 48 horas de tratamento em
células HPV-positivas (MAHER et al., 2011). Andlises por RT-PCR mostraram
que os niveis de mRNA de E6 e E7 também foram reduzidos apds o
tratamento com curcumina. Adicionalmente, observou-se que o tratamento
com curcumina restaurou os niveis das proteinas p53, Rb e PTPN13 em
linhagens HPV positivas, mas em linhagens celulares HPV negativas o
tratamento com curcumina nao alterou a expressédo de p53 e Rb, indicando
que a reducdo de EG6/E7 mediada por curcumina resulta no aumento da
expressao de proteinas supressoras de tumor que sao inibidas pelas
oncoproteinas do HPV-16 (MAHER et al., 2011).

Entretanto, a aplicagdo da curcumina como um agente ativo in vivo
tem sido limitada pela sua baixa solubilidade em agua e biodisponibilidade
sistémica, pobre farmacocinética e inatividade de produtos metabdlitos (ANAND
et al.,, 2007). Enquanto a curcumina € dissolvida em etanol, cloroférmio,
acetona, DMSO e outros solventes organicos polares, sua solubilidade em
agua pura é estimada ser de, no maximo, 11 ng/ml (KAMINAGA et al.,
2003). Alem disso, a curcumina livre apresenta inadequada absorcéo pelos
tecidos, degradacédo em pH alcalino e uma vez absorvida pelo corpo humano,
a curcumina é rapidamente degradada e excretada (SHARMA et al., 2005b;
ANAND et al., 2007). A administracdo oral da curcumina resulta em rapido
metabolismo e circulacdo entero-hepatica, assim altas doses de curcumina
seriam necessarias para que os efeitos terapéuticos fossem alcancados
(JORDAN et al., 2016).
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Varias abordagens vém sendo aplicadas para aumentar sua solubilidade
e biodisponibilidade e assim aumentar sua atividade. A encapsulacdo da
curcumina em lisossomos, nanoparticulas poliméricas, nanoemulsoes,
encapsulacdo em ciclodextrina, em complexos lipidicos e nanoparticulas tem
sido utilizada como estratégia para aumentar a biodisponibilidade e atividade da
curcumina (MA et al., 2008; GANTA e AMIJI, 2009; SHAIKH et al., 2009).

1.4.Nanotecnologia

A maior capacidade de solubilidade da curcumina é atingida utilizando
o sistema de nanoemulsdo de Oleo em agua (WANG et al.,, 2008). As
nanoemulsdes de 6leo em &gua utilizando como fase oleosa uma cadeia de
triacilglicer6is que continham 1% de curcumina mostraram um aumento
significativo na sua atividade anti-inflamatoria (WANG et al., 2008).

As nanoemulsdes sdo uma classe de emulsfes estaveis formadas por
uma monocamada de fosfolipideos compostos de um surfactante e um 6éleo
vegetal suspensos em agua (SADURNI et al., 2005). Embora as hanoemulsfes
tenham uma tendéncia para a separacdo de fases, as nanoemulsées
cinéticamente estaveis podem ser alcancadas com estabilidade de
conservacdo e nenhuma floculagcdo ou coalescéncia (GUTIERREZ et al.,
2008). As vantagens das nanoemulsdes incluem aumento da concentracao do
farmaco nos sistemas de entrega e aumento da biodisponibilidade. As
moléculas de 6leo mais amplamente utilizadas na sintese das nanoemulsfes
incluem acidos graxos saturados e insaturados, ésteres de acidos graxos e
Oleos de sojas. As moléculas surfactantes desempenham um papel importante
na estabilizacdo das nanoemulsdes. Os surfactantes n&o ibnicos e anfotéricos
como o0s poloxameros, lecitina e Tween 80 sdo comumente usados. A
combinagéo de varios surfactantes também tem sido utilizada para controlar o
tamanho das nanoemulsdes e melhorar a estabilidade das mesmas (CHEN et
al., 2011). Os métodos utilizados para a producdo das nanoemulsdes incluem
HPH (high pressure homogenization), microfluidizagdo, ultrasonicagdo e
emulsificacdo espontanea (CONSTANTINIDES et al., 2008).
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Estes tipos de sistemas de entrega de farmacos por meio de
nanoemulsdes tem a habilidade de permitir que os compostos lipofilicos se
comportem como compostos anfifilicos em sistemas biolégicos, permitindo a
entrega do farmaco encapsulado em uma matriz polar versus apolar,
aumentando potencialmente a compatibilidade. Em adicdo, a diminuicdo do
tamanho das formulacdes dos farmacos existentes, que sdo geralmente de
centenas de nandmetros para um tamanho menor que 200 nanémetros, resulta
em um aumento da captacdo celular (TADROS et al., 2004; SADURNI et al.,
2005). Por causa da diminuicdo do tamanho da nanoemulséo durante seu
processo de producdo, a razdo superficie-volume das nanoemulsdes que
contém o farmaco é acrescida, aumentando com isso a biodisponibilidade e
efichcia do farmaco, como previamente reportados (THANOS et al., 2003;
KUMAR et al., 2004; MERISKO-LIVERSIDGE et al., 2004).

O uso da nanotecnologia € uma estratégia importante para incorporar
farmacos fotossensiveis com baixa solubilidade em agua, o que acaba
comprometendo o seu uso clinico. Além disso, os sistemas de entrega desses
farmacos baseado em nanotecnologia pode melhorar a transcitose de um
farmaco fotossensivel através de barreiras epiteliais e endoteliais (CALIXTO et
al., 2014). Assim, a aplicacdo da nanotecnologia na medicina, pode ampliar as

possibilidades de tratamento e melhorar a eficacia de terapias disponiveis.

1.5.Terapia Fotodinamica

Ja foi demonstrado que diversos dos efeitos terapéuticos da curcumina
podem ser potencializados com a sua associacao com a luz. (AHN et al., 2012;
ARAUJO et al.,, 2012; ELLERKAMP et al., 2016). Assim, a curcumina tem
chamado a atencdo como agente fotossensibilizante na Terapia Fotodinamica
(TFD), podendo assim aumentar a eficacia do tratamento e reduzir os efeitos
colaterais.

TFD é considerada uma modalidade de tratamento alternativo para
diversos tipos de canceres (DOLMANS et al., 2003; CALIXTO etal., 2014). Neste

tratamento, um agente fotossensivel ndo toxico é administrado aos pacientes
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com exposicao subsequente a uma fonte de luz que apresente um comprimento
de onda especifico e que vai levar as células a morte por meio de danos
oxidativos (MROZ et al., 2011). Para a realizacdo da TFD é necessaria a
presenca simultanea de trés componentes: um farmaco fotossensivel (FF), uma
fonte de luz e oxigénio. Para a eficiéncia da técnica, nenhum desses
componentes devem ser toxicos individualmente (LIM et al., 2012).

Quando o FF é excitado em um comprimento de onda especifico, este
pode desencadear reacbes fotoquimicas que se processam por dois

mecanismos basicos (tipo | e tipo Il) (Figura 5).

Figura 5: Reac¢Bes do Tipo | e Tipo Il em Terapia Fotodindmica. Diagrama de Jablonski
mostrando o mecanismo de a¢do de TFD. ApGs a absor¢éo da luz, o FF atinge um estado singlete
excitado. Apds o cruzamento intersistemas, o FF (agora em estado excitado) pode reagir em
duas vias: reagir com biomoléculas através da transferéncia de um atomo de hidrogénio (elétron)
para formar radicais, que reagem com o oxigénio molecular para gerar EROs (rea¢éo do tipo I);
ou o FF no estado triplete pode reagir diretamente com o oxigénio através de transferéncia de
energia, gerando o oxigénio singlete (Reag&o do tipo Il). FF: farmaco fotossensivel, FFgg.

farmaco fotossensivel no estado singlete excitado; FFg¢ : farmaco fotossensivel no estado
triplete excitado; ERO: espécies reativas de oxigénio; 102: oxigénio singlete.

Tipo Il

Estado singlete excitado \ FR
cruzamento
inter-sistemas Estado triplete excitado [ O,
Luz Tipo |
\ Fluorescéncia Fosforescéncia biomolécula

Estado singlete fundamental

Na reacao do tipo |, o FF no estado triplete excitado pode abstrair prétons
ou reagir com biomoléculas (lipideos, proteinas e acidos nucleicos) transferindo
elétrons, e gerando radicais livres ou ions radicais. Ao reagir com 0 oxigénio
molecular, esses radicais levam a formagédo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (KHARKWAL et al., 2011).
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No mecanismo do tipo Il, ha transferéncia direta de energia para o
oxigénio molecular, que na natureza se encontra no estado triplete, levando a
formacéo de oxigénio singlete excitado (*O2). O oxigénio singlete produzido pela
reacao do tipo Il € um agente altamente citotdéxico, capaz de matar diretamente
células neoplasicas através da inducédo de apoptose e/ou necrose (SIQUEIRA-
MOURA et al., 2013).

Ambos os tipos de reacdes ocorrem simultaneamente e o balanco entre
os dois processos depende do FF utilizado, da concentracdo de oxigénio, do
substrato, e da afinidade do FF com o substrato. Entretanto, a geracao de
oxigénio singlete pela reacéo do tipo Il € considerado o principal mecanismo para
levar a morte celular em TFD (MACDONALD e DOUGHERTY, 2001).

Espécies reativas de oxigénio e o oxigénio singlete possuem alta
reatividade e meia-vida curta. Dessa maneira, TFD afeta diretamente somente
0s substratos biol6gicos que estdo proximos a regido onde as espécies sao
geradas (ALLISON e MOGHISSI, 2013).

Os avancos na area de Terapia Fotodindmica estdo ocorrendo
principalmente para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas para o
cancer e para doengas nao infecciosas como o vitiligo, degeneracdo macular e
psoriase (EPSTEIN, 1999). Os tipos de cancer que ja vem sendo tratados com
o auxilio da TFD sdo os canceres do trato digestivo (NANASHIMA e
NAGAYASU, 2015; SHAH e GERDES, 2015), es6fago (YANO et al., 2012),
lesGes de cabeca e pescoco (GREEN et al., 2013), pulméo (SIMONE e CENGEL,
2014), préstata (PATEL et al.,, 2008), cérebro (KOSTRON, 2010), bexiga
(BERGER et al., 2003), carcinoma basocelular (BASSET-SEGUIN et al., 2008) .

TFD apresenta diversas vantagens em relacdo as abordagens de
tratamento convencional para o cancer. Primeiramente, a TFD n&o apresenta
efeitos colaterais a longo prazo, tendo uma agéo mais localizada (O'CONNOR et
al., 2009). Além disso é menos invasiva do que os procedimentos cirlrgicos
convencionais, e os efeitos colaterais sdo mais curtos e brandos em comparacéo
com os efeitos da radioterapia e quimioterapia (ALLISON e MOGHISSI, 2013).

Adicionalmente, a TFD pode ser dirigida a um tecido alvo com muita precisao
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devido a sua seletividade dupla (somente as areas que sao irradiadas e que
receberam o FF simultaneamente séo afetadas). Assim, pode ser repetido varias
vezes no mesmo local, ao contrario da radiacédo. Além de ter um custo menor do
gue os outros tratamentos para o cancer (BROWN et al., 2004)

A escolha do FF é um ponto critico para o sucesso do tratamento com
TFD. O FF deve preferencialmente ser excitado pela luz em um comprimento de
onda que esteja dentro da janela terapéutica (600-700 nm), e que apresenta
grande capacidade de penetracio de tecidos. E importante que o FF n&o seja
toxico para as células no escuro, ou seja ndo deve levar a morte celular na
auséncia da luz (CALIXTO et al., 2014).

Em suma, o objetivo essencial da TFD é induzir uma morte celular do
tecido neoplasico por um processo de fotossensibilizacdo que ativa vias
apoptoéticas ou necréticas, enquanto minimiza os danos causados aos tecidos

vizinhos e efeitos colaterais indesejaveis no tratamento.
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2. Objetivos
O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar os efeitos da Terapia
Fotodinamica na viabilidade celular usando nanoemulsées com curcumina como
farmaco fotossensibilizante em linhagens de carcinoma cervical HPV-16

positivas cultivadas em monocultura.

Objetivos Especificos:

1. Padronizar a concentracdo de nanoemulsao contendo curcumina (NE-
CUR), nanoemulséo vazia (NE) e curcumina livre que apresentam porcentagem
de citotoxicidade celular menor que 20% em linhagens de carcinoma cervical
HPV-16 positiva (CasKi e SiHa).

2. Avaliar a captagdo celular de curcumina em diferentes tempos de
incubagéo com NE-CUR e Curcumina livre em CasKi e SiHa.

3. Analisar a fototoxicidade da NE-CUR e da Curcumina Livre no sistema
de Terapia Fotodinamica em linhagens de carcinoma cervical HPV-16 positiva
(CasKi e SiHa).

4. Analisar a agdo das NE-CUR e da Curcumina Livre no processo de
apoptose em CasKi e SiHa.

5. Comparar os efeitos da curcumina em células de carcinoma cervical

CasKi e SiHa com a linhagem de queratinécitos humanos imortalizados HaCat.
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Material e Métodos

Nanoemulsdes

As nanoemulsdes foram sintetizadas pelo Grupo de Fotobiologia e
Fotomedicina do Centro de Nanotecnologia e Engenharia Tecidual da USP de
Ribeirdo Preto, sob coordenacdo do Prof. Dr. Antonio Claudio Tedesco. As
nanoemulsdes contendo curcumina, do tipo 4gua em oleo, foram preparadas
pela solubilizacdo da curcumina na fase oleosa e entdo esta fase foi
homogeneizada com a fase aquosa contendo um emulsificante hidrofilico. A
nanoemulsdo vazia, foi preparada com as mesmas substancias exceto a
curcumina. Os detalhes das formulagbes e metodologia de preparacdo das
nanoemulsdes estdo em processo de requisicdo de patente e devem ser
protegidas de acordo com a regulacdo da agéncia Brasileira de patentes

(Patente: Privilégio de Inovacao. Niamero do registro: P107063210).

Determinacdo do tamanho de particula por espalhamento dindmico de luz
e indice de polidisperséo

Nos estudos do tamanho das particulas, indice de polidisperséo (IPd) e
potencial Zeta foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano system ZS da Malvern-
UK, que possui um laser de He-Ne de 4 mW que opera no comprimento de onda
de 633 nm, permitindo realizar medidas n&o invasivas por backscatter optics
(NIBS), e possui a capacidade de determinar tamanho de particulas no intervalo
de 2 nm a 3 yM. As medidas foram realizadas num angulo de detecgéo de 173°
e a posicado da medida na cubeta foi automaticamente determinada pelo software
do equipamento. O diametro hidrodindmico das particulas coloidais foi
determinado empregando-se a espectroscopia de fotocorrelagdo por
espalhamento dinamico de luz.

O potencial zeta foi determinado a partir da medida da mobilidade
eletroforética das amostras, para as analises 30 pL da amostra foi diluida em 3

mL de agua ultra pura.
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Foram avaliados os tamanhos de particulas, o indice de polidispersédo da
nanoemulsdo e o potencial zeta na auséncia e presenca do curcumindide 4-
hidroxi-3-metoxifenil-hepta-1,6-dien-3,5-diona, por um periodo de 2 meses e
meio, verificando-se assim a influéncia direta da incorporacdo deste na
formulagéo.

As leituras foram realizadas utilizando-se o conjunto de cubetas de acrilico
padronizadas do proprio equipamento e os dados foram fornecidos pelo software

Zetasizer versao 6.01.

Estudo da estabilidade da nanoemulséo

A estabilidade das formulagfes lipossomais foi investigada hum periodo
de 90 dias avaliando-se regularmente o tamanho das vesiculas a cada 15 dias.
As andlises foram realizadas através de medida direta, como descrito em 3.2. As
determinacdes foram feitas em triplicatas a 25°C. As amostras utilizadas foram

estocadas em temperatura ambiente e protegidas da luz.

3.4. Cultivo e Manutencéao de linhagens celulares

As linhagens celulares de carcinoma cervical CasKi e SiHa contendo o
genoma de HPV-16 e a linhagem de queratindcito humano imortalizado HaCat
foram cordialmente doadas pela Dra. Luisa Lina Villa. As células HaCat foram
utilizadas para fins de comparacdo, pois trata-se de uma linhagem néo-
neoplasica.

Estas linhagens foram mantidas em meio essencial minimo modificado
Dulbeco (DMEM; GIBCO-BRL, Grand Island, NY, USA) suplementado com 100U
de penicilina por mL, 100 ug de estreptomicina por mL, 1% (v/v) e 10% (v/v) de
soro fetal bovino inativado (GIBCO-BRL). Durante o cultivo as células foram
mantidas em incubadora monitorada por uma controladora digital a 37°C com
atmosfera umida e 5% de CO:2. O cultivo foi realizado em garrafa de poliestireno
de 75cm? com dispositivo de aeracédo acoplado a tampa com filtro, sendo que as

células foram repicadas segundo a necessidade.
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Com essa finalidade, o meio de cultura da garrafa foi descartado e o
tapete celular lavado com PBS. Em seguida, foram adicionados
aproximadamente 2 mL de tripsina e a cultura foi mantida em estufa a 37°C na
presenca de 5% CO2. A monocamada foi monitorada no microscopio invertido
de luz para verificar o desprendimento das células. Posteriormente, a solucdo de
tripsina foi misturada ao meio de cultura completo e houve homogeneizacéo da
suspensao. Parte da solucao resultante foi devolvida a garrafa e o volume foi
completado com meio de cultura fresco. Finalmente, a garrafa foi incubada em
estufa e utilizada nos experimentos até atingir cerca de 20 passagens.

Toda manipulacao foi realizada em capela de fluxo laminar, esterilizada

com luz germicida e fluxo continuo de ar.

3.5.Ensaio de viabilidade celular nas linhagens de carcinoma celular (CasKi e
SiHa) e na linhagem de queratinécito humano (HaCat)

Para determinar a citotoxicidade das nanoemulsdes contendo curcumina
em linhagens derivadas de carcinoma celular CasKi e SiHa, na linhagem néo
neoplasica ,HaCat, foi realizado o ensaio de viabilidade celular (MTT) em células
HaCat. O teste de MTT € um teste amplamente utilizado para determinacao da
viabilidade de células isoladas. Esta técnica avalia a atividade metabolica celular,
qguantificando a reducdo metabdlica no MTT ((3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina). Desidrogenases mitocondriais das células viaveis clivam
0s anéis de tetrazélio, resultando na producao de cristais de formazan que sdo
insollveis em solu¢des aguosas e sao dissolvidos em solventes organicos como
o DMSO. A solucdo roxa resultante € medida por espectrofotometria com
absorcdo em 570 nm. A estratégia da técnica depende da atividade mitocondrial
das células vivas, que esta diretamente relacionada com o metabolismo que
resulta na producao do formazan.

Depois de estabelecida a fase de confluéncia as células foram descoladas
com tripsina e 2,0x10%de células CasKi e SiHa, e 1,5x10%células de HaCat foram
semeadas em placas de 96 pocos e incubadas a 37°C na estufa com 5% de CO2
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e mantidas em DMEM contendo 2,5% de soro fetal bovino e incubadas por 24
horas para adeséo.

A curcumina livre foi diluida em DMSO, onde foi feita uma solucéo estoque
de 80 mM, respeitando a concentracdo maxima de 5% de DMSO.

As células foram tratadas com 2, 5, 10, 20 e 40 uM de curcumina livre e
doses equivalentes de nanoemulsées (NE-CUR) contendo curcumina. Também
foram analisadas nanoemulsdes vazias (NE) (sem curcumina). O ensaio foi
realizado nos intervalos de tempo de 6, 12 e 24 horas de incubacdo com as
nanoparticulas. Apds estes periodos, o meio contendo as nanoemulsées foi
aspirado e posteriormente adicionado 100 pl/poco de 3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT, Sigma-Aldrich) (1mg/mL) diluido em
meio DMEM e as placas foram incubadas por 30 minutos a 37°C na estufa. Apos,
o MTT foi aspirado e adicionou-se 100 pl/poco de DMSO. Agitou-se a placa por
5 minutos a 60 rpm e em seguida foi realizada a leitura em leitor de placas
(FluOstar Omega — BMG Labtech) em comprimento de ondas de 570 nM. Todos
os experimentos foram realizados em triplicata e em dois ensaios independentes
para analise estatistica.

Os valores obtidos foram normalizados com o controle, células que foram
submetidas as mesmas condi¢cdes do ensaio e sem a adi¢do da formulacdo em
estudo, e expressos em valor de porcentagem de viabilidade calculados de

acordo com a seguinte relagéo:

Células viaveis = (D.O. amostra/D.O. controle) x 100%

3.6.Microscopia de fluorescéncia para analise de captacdao de curcumina em
linhagem de queratinécito humano

A curcumina é naturalmente fluorescente na zona verde do espectro

visivel. Para analisar a captacdo de curcumina encapsulada em nanoemulsées,

as células CasKi, SiHa e HaCat foram semeadas em placas de petri de 40 mm

de diametro, permitindo o crescimento a niveis subconfluentes. Apds a adesao,

as células foram incubadas com NE-CUR a concentragao de 20 uM, e incubadas
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com curcumina livre na concentracdo de 5 yM para células CasKi e 10 uM para
células SiHa e HaCat. As concentragBes utilizadas foram selecionadas
previamente por meio do ensaio de MTT. ApoGs 3, 6, 12, 24 e 48 horas da
incubacdo as células foram visualizadas sem fixacdo em microscopio de
fluorescéncia (Zeiss Axio Vert. A1) em canal para FITC (espectro de excitacédo
480, blue laser, 41515 nm, FITC/GFP).

Ensaio de Fototoxicidade

Foi avaliado o efeito da Terapia Fotodinamica sob as linhagens derivadas
de carcinoma celular (CasKi e SiHa) e sob a cultura celular ndo neoplésica
(HaCat) na presenca da curcumina livre e encapsulada em nanoemulsdes, como
agente fotossensibilizante. Com base nos estudos de citotoxicidade, puderam
ser estabelecidas as condi¢des de trabalho para a aplicacdo da TFD. Tendo em
vista que a concentragcédo de 20 uM de curcumina encapsulada nao apresentou
citotoxicidade no escuro, adotou-se esse valor para os ensaios com fotoestimulo.
Ja para a curcumina livre foram utilizadas as concentracdes de 5 yM para o
tratamento de células CasKi e 10 uM para células SiHa e HaCat.

Depois de estabelecida a fase de confluéncia, as células CaskKi, SiHa e
HaCat foram descoladas com tripsina e semeadas na densidade de 2x10*
células em placas de 96 pocos 24 horas antes do tratamento para adesdo. Entdo
foram incubadas por 3 horas com as NE e NE-CUR na concentragao de 20 uM.
ApOs a incubacgdo o meio contendo as nanoemulsdes foi retirado e as células
foram lavadas cuidadosamente com PBS, em seguida foram adicionados 150
pL/pogo de meio DMEM sem soro fetal bovino e sem fenol vermelho. Em seguida
a cultura foi submetida a irradiacdo de laser na dose de 50 J/cm? por 4 minutos.
Para irradiacao foi utilizado o sistema laser diodo Eagle modelo Heron (Quantum
Tech,S&ao Carlos, Brasil) no comprimento de onda de emissdao em 670 nm
acoplado a uma fibra 6tica operando no maximo de 830 mW de poténcia.

Ao término da irradiacéo, o meio foi removido e adicionado meio de cultura

sem vermelho fenol e com 10% de soro fetal bovino. Apds 24 horas foi realizado
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0 ensaio de viabilidade celular tipo MTT para a avaliacdo da viabilidade celular,
conforme descrito no item 3.5.

Para efeito de comparacéo e para determinar se as reducdes nas taxas
de viabilidade celular foram em decorréncia do dano fotooxidativo, foram
realizados tratamentos com NE e NE-CUR, nos quais foram aplicadas as
mesmas condi¢cdes, exceto pela fotoativagdo da Terapia Fotodinamica.

Com o objetivo de avaliar se o efeito da Terapia Fotodinamica era
intensificado com doses extras de irradiacdo, também foi realizado um sistema
de tratamento no qual as células foram irradiadas em dois momentos: apos 3
horas e ap0s 48 horas de incubagdo com as nanoemulsdes para a linhagem
celular CasKi e HaCat; e apds 3 horas e 36 horas de incubacgéo para a linhagem
SiHa. Para as células tratadas com curcumina livre a segunda dose de irradiacéo
foi aplicada ap6s 12 horas em células CasKi e SiHa e ap0s 48 horas em células
HaCat. O periodo que ocorreu a segunda irradiacéo foi determinado pelo ensaio
de captacao intracelular por microscopia de fluorescéncia, sendo o ultimo tempo
em que foi detectada a curcumina intracelularmente.

Os valores obtidos foram normalizados com o controle, ou seja, células
que foram submetidas as mesmas condicdes de cada ensaio e sem a adicao da

formulacdo em estudo, e expressos em valor de porcentagem e viabilidade.

Ensaio de apoptose por meio da deteccdo da atividade enzimética da
Caspase-3/7

O ensaio de apoptose por meio da deteccdo da atividade enzimatica da
Caspase-3/7 em células CasKi, SiHa e HaCat foi realizado ap6s o tratamento
com a curcumina livre e associada a nanoemulsdo associado a Terapia
Fotodinamica. Para este ensaio, 2,5x 10*das células CasKi, SiHa e HaCat foram
aderidas em placas de 96 pocos para lumindmetro. A placa foi preparada
conforme as instrugdes do kit, contendo branco (sem células), controle negativo
(células sem tratamento), e células submetidas aos tratamentos com NE-CUR,
NE e curcumina livre. Apos 24 horas, as células foram incubadas com NE-CUR

(20 uM), NE e curcumina livre (5 uM para células CasKi e 10 uM para células
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SiHa e HaCaT) e no grupo controle negativo foi adicionado somente meio de
cultura. As células foram incubadas por 3 horas, apds esse periodo o meio
contendo as nanoemulsdes foi retirado e as células foram lavadas
cuidadosamente com PBS, em seguida foi adicionado 100 pyL/pogco de meio
DMEM sem soro fetal bovino e sem fenol vermelho. Em seguida a cultura foi
submetida a irradiacéo de laser na dose de 50 J/cm? por 4 minutos. Ao término
da irradiacéo, o meio foi removido e adicionado meio de cultura sem vermelho
fenol e com 10% de soro fetal bovino.

Apés a irradiacdo as células CasKi permaneceram incubadas com NE-
CUR por 4 horas e 30 minutos e as células SiHa e HaCat por 8 horas. As células
tratadas com Curcumina livre o0 ensaio de caspase foi realizado apos 24 horas.
Esse periodo foi determinado por meio de um ensaio de MTT realizado com 3,
6, 9 e 12 e 24 horas de incubacéo ap0s a irradiacdo. Foi escolhido o periodo em
que foi possivel observar aproximadamente 50% de viabilidade celular. O ensaio
de apoptose foi realizado apds uma dose de irradiagdo, pois como visto no
ensaio de fototoxicidade apds duas doses de irradiacdo observa-se menos de
5% de viabilidade celular sendo inviavel a realizacao do ensaio de avaliacdo da
atividade enzimatica das caspases. Apds a incubacao, adicionou-se ao meio de
cultura 100 pL (1:1) do Reagente Caspase-Glo™ (Promega USA) em cada poco,
submetendo a placa a agitacdo a 4000 RPM durante 30 segundos. As placas
foram incubadas durante 1 hora em temperatura ambiente e em seguida foi
realizada a leitura luminescente de cada amostra.

Este kit contém um substrato luminescente com a sequéncia
tetrapeptidica que é reconhecida pela caspase-3 e 7 e a luciferase termoestavel
(ZDEVD-AMC). O reagente Caspase-Glo~ (Promega, EUA) promove a lise
celular, seguido pela clivagem do substrato pela caspase 3/7 nas células onde
sua ativacgao foi induzida e liberando a aminoluciferina que posteriormente passa
a ser consumida pela luciferase. O sinal luminescente produzido € proporcional
a atividade da caspase3/7 presente na amostra.

Os valores de luminescéncia obtidos foram normalizados em relacdo as

células controle (células que foram submetidas as mesmas condi¢des do ensaio,



46

mas sem adicdo de formulacdo). O percentual de atividade da caspase foi
calculada de acordo com a seguinte relagéo:
Atividade da caspase: (UL amostra/UL controle) X 100%

3.9.Anédlise estatisticas
Os dados de citotoxicidade, fototoxicidade, atividade enzimética de
caspase 3 e 7 foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e de
homogeneidade das variancias de Leven. Os dados com distribuicdo anormal
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. Os dados com distribui¢do normal
foram submetidos ao teste de Analise de Variancia (ANOVA) ou Teste T, quando
apropriados. O nivel de significancia adotado foi de 5% e o software empregado

foi o Graphpad Prism 5.0.
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Abstract

Cervical cancer is the fourth leading cause of cancer death in women and persistent
infection with Human Papillomavirus was recognized as the main cause of this
neoplasia. Current treatment modalities for cervical cancer are the combination of
cisplatin-based chemotherapy with radiation, however cisplatin shows severe
adverse effects. Curcumin is a versatile bioactive hydrophobic compound which has
anti-inflammatory, anti-hyperlipidemic, anti-angiogenic, anti-neoplastic and
chemoprotective properties. Furthermore, curcumin may be used as a
photosensitizing agent in Photodynamic Therapy. This study aimed to investigate
the effects of Photodynamic Therapy in cellular viability using curcumin-
nanoemulsion as photosensitizing drug in cervical carcinoma cell lines HPV-16
positive (CasKi and SiHa). The empty nanoemulsion presented very low cytotoxicity
in all cell lines analyzed. Additionally, the incubation with curcumin-nanoemulsion at
20 pM of curcumin showed more than 80% of cell viability for cell lines.
Nanoemulsions were shown to internalize cells by fluorescence microscopy and
were observed in the intracellular environment for up to 36 hours after incubation
with cell lines. Besides, after the Photodynamic Therapy we observed high
phototoxic effect of the curcumin-nanoemulsion with less than 5% of viable cells after
irradiation. This was accompanied by an increase in caspase-3/7 activities after cells
treatment with curcumin-nanoemulsion and Photodynamic Therapy, suggesting cell
death by apoptosis. We conclude that curcumin-nanoemulsion formulation behaves
as photosensitizing drug in Photodynamic Therapy and shows potential as an
alternative treatment to HPV-induced lesions.

Keywords: Nanotechnology, Photodynamic Therapy, Curcumin, Cervical Cancer,

Human Papillomavirus
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Background

Cervical cancer is the third most commonly diagnosed cancer worldwide and the
fourth leading cause of cancer death in women 2. In Brazil are expected 16,340 new
cases, with an estimated risk of 15.85 cases per 100,000 women for 2016 2.
Persistent infection with human papillomavirus (HPV) was recognized as the main
cause of cervical cancer and almost all cervical malignancies have oncogenic strains
of HPV DNA 34, At present, the best possible treatment of cervical cancer is achieved
by combination of cisplatin-based chemotherapy with radiation . However, the
clinical use is limited because of several serious side effects such as nephrotoxicity,
neurotoxicity, hematological toxicity, chemoresistance and damage to normal
tissues ©. In the early stages of the disease, this treatment regimen shows a patient
survival rate around 90%. However, the survival rates decrease to 17% for patients
in advanced disease stages ©7 and, the presence of chemoradioresistant cells is the
main reason for this poor response 8. Therefore, ongoing efforts are necessary to
developed news effective therapeutic strategies to enhance chemotherapeutic
efficacy and decrease these side effects, maximizing the local response and patient
survival.

In the past two decades, the use of natural compounds with anticancer effects
has attracted a great deal of attention as a strategy to overcome low therapeutic
index of conventional anticancer drugs. Chemopreventive phytochemicals target
various intracellular signaling cascades to inhibit tumor promotion, proliferation and
progression °. Curcumin, a yellow pigment obtained from the rhizomes of Curcuma
longa (Family: Zingiberaceae), is a major component of turmeric and is commonly
used as a spice and food coloring agent 1°.

Curcumin shows anticancer, antioxidant, and anti-inflammatory effects **.
Curcumin is known to induce apoptosis and block the progression of cervical cancer
by the down regulation of TGF- B signaling 212, For cervical carcinoma xenografts
in nude mices, curcumin inhibited the expressions of VEGF, COX-2 and EGFR
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exhibiting antitumor and antiangiogenesis effects3. Additionally, high concentrations
of curcumin stimulated apoptotic cell death in several cervical carcinoma cell lines
(SiHa, CasKi and HelLa) by upregulation of Bax and AlF, down-regulation of Bcl-xL
and Bcl2, enhancement of cytochrome c release and activation of caspase-3 and
caspase-9 415, Besides, curcumin has been applied in clinical trials for treatment of
pancreatic cancer 6, multiple myeloma 718 Alzheimer’s disease!®, and colorectal
cancer 29,

In spite of its potential therapeutic effects, benefits of curcumin are limited due
to its poor solubility, low absorption from the gut, rapid metabolism, and rapid
systemic elimination 2122, So, new formulations based on nanoemulsions are
currently evaluated to increase the bioavailability and biological activity of curcumin
2325 Nanoemulsions are isotropic, thermodynamically stable, transparent (or
translucent) systems of oil, water, surfactant and co-surfactant with a droplet size
usually in the range of 20-200 nm 25, Nanoemulsions emerged as a promising tool
for the drug delivery owing to its long term stability, ease of preparation and high
solubilization of the drug molecules ?7. Additionally, curcumin can be used as a
photosensitizer agent on Photodynamic Therapy (PDT), increasing the treatment
efficiency and reducing the side effects. This is an approach called as
photobiostimulation, used with success in pre-clinical trials for skin cancer, in early
stages, and other neoplastic diseases 2832,

PDT is a treatment strategy minimally invasive and with low-toxicity 332, Its
components consist of a photosensitizing agent, a visible light source and molecular
oxygen environmental. It utilizes molecular energy exchange between the
photosensitizing agent that has absorbed the visible light, and the promoted new
excited species to molecular oxygen leading to cell and tissue toxicity via oxidative
damage by reactive oxygen species (ROS) production 3637, Photodynamic therapy
works by selectively killing pathological cells and tissues trough the local generation
of highly toxic singlet oxygen and other toxic oxygen radicals as superoxide anion

radical, hydrogen peroxide and the hydroxyl radical following activation of the
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photosensitizing agent by visible light, normally inside the region called Therapeutic
windows (between 600 nm and 780 nm). Cell death is achieved through necrosis or
apoptosis and is highly localized, causing little or absence of collateral damage 3.
The combination of curcumin with visible light results in significant phototoxicity in
HelLa cells 38, L929 fibroblasts 3° and in Lewis cells from lung carcinoma 4°. PDT has
been indicated as a promising treatment for a wide range of cancers, such as cervical
cancer and head and neck cancer 443,

Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of PDT and

curcumin nanoemulsion in HPV 16 positive-cervical carcinoma cell lines.

Materials and Methods

2.1.Curcumin-nanoemulsion: preparation and characterization

Curcumin-nanoemulsion (CNE) formulation was obtained as described
previously by Primo, Bentley, Tedesco %2, based in the interfacial pre-polymer
deposition and spontaneous nanoemulsification method 2. Curcumin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) was entrapped on oil phase at 0.1 mg/mL as final
concentration. The organic phase (acetone) was prepared containing medium-
chain-triglycerides, natural soy phospholipids (Lipoid S100, Lipid Co., Ribeiréo
Preto, SP, Brazil), at 55°C. Subsequently, this organic solution was added into the
agueous phase containing an anionic surfactant, poloxamer 188 (Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA). In the final, the organic solvent was fully removed by rota-
evaporation under reduced pressure at 60°C. All samples were prepared in aseptic
conditions and in the absence of contaminants and chemicals interference. After
preparation of the CNE, spectroscopic studies were performed at steady state
through the spectrophotometer in the ultraviolet visible (UV-Vis), absorption spectra
were recorded on Lambda 20 Perkin Elmer double beam spectrophotometer
(Massachusetts, USA) using 10 mm optical path length quartz cuvettes and 1200
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nn.min-1 scanning speed. Absorbance was measured in the spectral range 300-800
nm. Steady-state fluorescence spectra were measured on Fluorolog Spex
spectrofluorometer Jobin-Yvon/Horiba Instruments (New Jersey, USA) setted with
excitation and emission slits at 5 and 5 nm respectively. Fluorescence emission was
recorded in the 450-700 nm range, with excitation fixed at 440 nm. Otherwise
indicated all measurements were carried out at 25°C 44,

To determine the particle size and zeta potential was used the particle
analyzer Zetasizer, model Nano ZS90 Malvern operating at 633 nm, set to detect a

scattering angle of 90° 3244,

2.2.Radiation Source

The radiation source used was a higher potency LED apparatus, model Vet
Light of DMC Enterprise (Séo Carlos, SP, Brazil) operating at 447 (10) nm, with 420
mW of power at 23 mm and 2,52 W of total power, for 209 W/cm? of irradiancy and

80 J/cm? of fluency, set at 6,4 seconds/application.

2.3.Cell Culture

CasKi (cervical carcinoma infected with HPV16), SiHa (cervical carcinoma
infected with HPV16), and HaCaT (spontaneously immortalized human
keratinocytes), from ATCC, were grown in cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, Gibco, Life Technologies, USA) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS; Cultlab, Campinas, SP, Brazil), 100 U/mL penicillin (Gibco, Life
Technologies, USA), 100 mg/mL streptomycin (Gibco, Life Technologies, USA). The
cells were maintained in a humidified 5% CO:2 incubator and a constant temperature
of 37°C.

2.4.Cytotoxicity studies
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Cytotoxicity was assessed using MTT classical assay, which is a
nonradioactive, colorimetric assay. Media containing CNE, empty nanoemulsion
(NE) and free curcumin at concentrations of 2 yM, 5uM, 10 uM, 20 uM or 40 uM was
added to each 96 well-plate containing cells at the density of 2x10%. After 6, 12 and
24 hours of incubation, with the NE, CNE and free curcumin, MTT (1 mg/mL) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) was added to 100 pL of medium in each well. Following
30 minutes of incubation at 37°C, the medium was removed and the formazan
crystals were solubilized in 100 yuL of DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
The absorbance of each well, which identifies the quantity of viable cells, was read
at 570 nm on a microplate reader (Thermoplate model TP reader type B). The value

at 690 nm (where no absorption was expected) was used as a reference.

2.5.Cellular uptake of curcumin

CasKi, SiHa and HaCaT cells (3x10%well) were plated in 6 well-plate
containing sterile round glass coverslips and kept under culture conditions. Cells
were incubated with CNE at 20 yM and free curcumin at 5 uyM for CasKi cells and
10 uM for SiHa and HaCaT cells. After 3, 6, 12, 24, 36 and 48 hours of incubation
living cells were viewed and photographed in fluorescence microscope (Zeiss Axio
Vert. Al) with a FITC filter (excitation spectra: 489 nm, blue laser, 415+15 nm,
FITC/GFP). Curcumin fluorescence could be detected by excitation at 410 nm and

emission at 540 nm.

2.6.Cell Phototoxicity

All the cells lines were seeded into 96-well plates at 2x10* cells/well and
allowed to grow overnight to reach a confluent stage. On the day of the experiment
the cells were incubated for 3 hours with CNE (20 uM), NE (20 pyM) and free
curcumin (5 uM for CasKi cells and 10 uM for SiHa and HaCaT cells). After the
incubation period, the culture medium was removed and cells were washed with
PBS, and 150 uL of fresh DMEM without phenol red was added to each well.
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Irradiations with laser were performed at 80 J/cm? for 4 min. Cell viability was
measured 24 h later by the determination of mitochondrial activity by MTT assay.

Two different irradiation regimens were performed to analyze the efficiency of
the PDT: only one irradiation dose at 80 J/cm? performed within 3 hours of
incubation; and two irradiation doses (80 J/cm? and 80 J/cm?) performed after 3
hours, and after 36 hours (SiHa cells) or 48 hours (CasKi and HaCaT cells) of
incubation for treatment with CNE. The second dose was performed after 12 hours
(CasKi and SiHa) or 48 hours (HaCaT) of free curcumin treatment. The time of the
second irradiation for each cell line was the last experimental time where curcumin
as a photoactive compound was detected intracellularly by fluorescence microscopy
assay.

Controls were as follows: wells containing cells treated with photosensitizer
but not exposed to light, wells containing cells without photosensitizer and without
light and wells containing cells without photosensitizer and exposed to light.

2.7.Cell death upon treatment

Caspase 3 and 7 activities in CasKi, SiHa and HaCaT cells were measured
using a Caspase-Glo assay kit (Promega, Madison, WI, USA) after photodynamic
therapy using CNE and free curcumin as photosensitizers. Briefly, the
proluminescent substrate containing the DEVD, LETD, or LEHD (sequences are in
a single-letter amino acid code) is cleaved by caspases. After caspase cleavage, a
substrate for luciferase (aminoluciferin) is released; this results in the luciferase
reaction and the production of luminescent signal.

All cells lines were seeded into white-walled 96-weel plates at 2x10* cells/well
and allowed to grow overnight. Cells were incubated with CNE (20 uyM), NE, free
curcumin (5 uM for CasKi cells and 10 uM for SiHa and HaCaT cells) and for the
control group cells were incubated only with medium. After 3 hours the medium was
removed and cells were washed with PBS, and 100 uL of fresh DMEM without
phenol red was added to each well and irradiated in the same conditions of item 2.4.
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For the treatment with CNE, CasKi cells were incubated with fresh medium
for 4 and a half hours and SiHa and HaCaT cells for 8 hours after irradiation. And for
cells treated with free curcumin the caspase assay was performed 24 hours after
irradiation.

The incubation time for each cell line was determined by an MTT assay
performed after 3, 6, 9, 12 and 24 hours. It was chosen the experimental time which
was observed approximately 50% of cell viability. After incubation time 100 uL (1:1)
of Caspase-GloTM (Promega, Madison, WI, USA) reagent was added and incubated
at room temperature for 1 hour. The luminescence of each sample was measured in
a plate-reading luminometer. The values were normalized with the control group

value and expressed as percentages.

2.8.Statistical methods

The statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 software
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) and data were expressed as the mean
standard deviation (SD). All data were tested for normality by Shapiro-Wilk test and
the homoscedasticity by Levene test. Statistical analysis of non-parametric dates
was performed by Kruskall-Wallis test and the parametric data were analyzed by
one-way ANOVA with Tukey’s. The adopted confidence interval was 95%, with a

significance level of p <0.05.

. Results

3.1.Particle size and zeta potential characterization of curcumin-
nanoemulsion
The mean size distributions of the CNE and NE were determined by photon
correlation spectroscopy using a Zetasizer Nano ZS of Malvern Instruments
(Worcestershire, UK). This method allows the determination of the mean diameter

of the patrticle (hydrodynamic radius) and the polydispersity index (Pdl) and the zeta
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potential of the particle population. The reported values were expressed as the
means * standard deviations of at least three different batches of each formulation
(Table 1). Values obtained are in agreement with previous reports of development
of polymeric nanoemulsion and photosensitizers3?. The encapsulation of curcumin
into nanoemulsion does not change the particle size and zeta potential distribution,
as shown in Table 1. The empty and loaded nanoemulsions have the same physical-
chemistry profile as expected to colloidal drug delivery systems 32, Dynamic light
scattering (DLS) analyzes shows an appropriate Pdl to values < 0.2 to curcumin-

nanoemulsion, suggesting a monodisperse distribution in colloidal medium.

3.2.UV-Vis absorption and fluorescence emission of curcumin-
nanoemulsion
Results showed that curcumin compound has a typical absorption band near
of UV range, with maximum at 415 nm. Fluorescence studies demonstrating the
entrapment of curcumin into nanoemulsion led to a shift in the maximum emission
of 540 to 490 nm. This result is expected to colloidal environment and does not

influence the photochemical and photobiological characteristic of the compound.

3.3.Effect of curcumin on cell viability

Curcumin cytotoxicity against CasKi, SiHa and HaCaT cells was determined
by MTT assay. NE did not show significant cytotoxicity, with most cell viability rates
above 80%. (Figure 1). On the other hand, cell viability was affected by curcumin in
a dose-dependent manner (Figures 2 and 3).

When the three cell lines were treated with CNE at 20 puM, the cell viability
was above 80% for all analyzed times (Figure 2). Therefore, we choose this
concentration to perform additional experiments. However, we observed higher
cytotoxicity to HaCaT cells than to CasKi and SiHa cells when the cells were

incubated with the highest concentration of CNE (40 uM). All cell lines treated with
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free curcumin showed low viability at the same highest (40 uM) concentration, with
7.8% of cell viability for CasKi cells, 8.6% for SiHa cells and 16.5% for HaCaT cells,
for 24 hours of incubation (Figure 3). The concentration of free curcumin that
maintained the cellular viability above 80% in the three times analyzed was 5 uM for
CasKi cells and 10 uM for SiHa and HaCaT cells. For this reason, these were the
free curcumin concentrations chosen for subsequent experiments. An interesting
observation is that for the higher concentration (40 uM) HaCaT cells treated with free
curcumin showed higher viability than CasKi and SiHa cells in all times analyzed.

We demonstrated that CNE presented higher cell viability than free curcumin
for the three cell lines in all experimental times analyzed.

3.4.Cellular uptake of curcumin

Due the natural fluorescent properties of curcumin the cellular uptake of CNE
and free curcumin were evaluated by fluorescence microscopy.

The fluorescence microscopy images (Figure 4A) showed that cells were able
to internalize the CNE with preferential localization at cytoplasm observed in the
intracellular environment for up to 36 hours after incubation in SiHa cells and for up
48 hours in CasKi and HaCaT cells.

When the cells were treated with free curcumin, we also observed the efficient
internalization for all cell lines. However, for CasKi and SiHa cells after 12 hours of
incubation it was not observed curcumin cellular uptake. For HaCaT cells the
curcumin in its free form was observed in the intracellular environment for up 48
hours (Figure 4B).

The Fluorescent properties of curcumin also open the possibility to use the
same active for diagnosis and/or treatment, known today as Theranostic protocol

and properties wide explore for these new generation of photoactive compounds.

3.5.Cell Phototoxicity
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No decrease in cell viability was observed after incubation of the different cell
lines with NE (Figure 5) showing that on the absence of photosensitizing compound
the irradiation do not cause cytotoxicity.

On the other hand, cells treated with CNE and irradiation showed a significant
decrease in the cellular viability. After the treatment with one irradiation dose we
observed 5.4% of cellular viability for CasKi cells, 6.9% for SiHa cells and 14.6% for
HaCaT cells.

After two irradiation doses the cellular viability decreased to 2.8% in CasKi
cells, 1.3% in SiHa cells, and 3.6% in HaCaT cells and the difference on the cellular
viability between those two treatments regime was statistically significant (p<0.0001
for CasKi and SiHa cells and p<0.001 for HaCaT cells).

After the treatment with free curcumin and one irradiation dose was observed
72.7% of cellular viability for CasKi cells, 110.8% for SiHa cells and 19.4% for HaCaT
cells. With the addition of a dose of irradiation cell viability drop to 60.1% in CasKi
cell, 14.7% for SiHa cells and 5.2% for HaCaT cells.

3.6.Cell death upon treatment

Caspase 3 and 7 activities in cells CasKi, SiHa and HaCaT were measured
using a Caspase-Glo assay kit (Promega) after PDT treatment with nanoemulsions
and free curcumin.

CasK:i cells treated with CNE following one irradiation dose after 3 hours of
incubation showing a significant increase of 847% (Figure 6A) of caspase activities
in comparison with control group. For SiHa and HaCaT cells caspase activities
increased 492% (Figure 6B) and 366% (Figure 6C) respectively, these increased of
caspases activities in cells treated with CNE in comparison with control group was
statically significant for all cell lines (p<0.001 for CasKi cells and p<0.05 for SiHa
cells and HaCaT cells). These results suggest that curcumin photoactivation triggers

cell death by apoptosis.
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On the other hand, NE did not significantly increase caspase activity in
comparison with control group, reinforcing the conclusion that the cell death by
apoptosis results from curcumin photoactivation, and it was not influenced by
nanoemulsion formulation.

However, it was not observed significant increase of caspases activities when
the cells were treated with free curcumin followed by one irradiation dose in

comparison with control group (Figure 6).

. Discussion

It has been documented in several studies that free curcumin leads to a
decrease on cell viability in several cell lines 454, Free curcumin decreased the cell
viability in a dose dependent manner, since the incubation for 24 hours with 20 uM
of curcumin showed about 50% of cell viability and with 40 uM the cell viability
dropped to approximately 31% in cervical carcinoma cell lines SiHa and HelLa “2.
After the treatment with free curcumin for 24 hours we also observed a decrease in
cell viability in a dose-dependent manner. This effect was most pronounced with
treatment with 40 uM of free curcumin when we observed 7.8% of viability for CasKi
cells, 8.6% for SiHa cells and 16.5% for HaCaT cells.

The curcumin encapsulation with nanoemulsion system enabled the
increased of curcumin concentration without affecting negatively the cell viability in
our study. Verderio et al. (2013) #° found similar results in breast cancer cell line
MCF7, where PLGA nanoparticles associated with curcumin also increased the cell
viability in comparison with free curcumin. Therefore, the use of nanotechnology
allows that a higher curcumin concentration can be used without alter the cell viability
and enhancing the effects, in addition to increasing the compound bioviability and
solubility.

Several studies have shown a selective efficacy of curcumin for tumor cells
compared to normal cells 5052, However, the reason for this difference is not

completely understood.
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Kunwar and co-workers (2008) compare the cytotoxicity of free curcumin
between two normal cell lines (NIH3T3 and spleen lymphocytes) and two tumor cell
lines (EL4 and MCF7) and observed a dose-dependent cytotoxicity, and tumor cells
were more sensitive to curcumin compared to normal cells 1. Corroborating these
results, we observed that free curcumin showed lower toxicity in HaCaT cells
compared with CasKi and SiHa cells.

The fluorescence microscopy images showed an efficient internalization of
CNE formulation for all cell lines analyzed. As a lipophilic molecule is expected that
free curcumin would be localized in the membrane. For MCF-7 cells was reported a
high percentage of curcumin located in the cell membrane, followed by cytoplasm,
nucleus and mitochondria 5.

We observed a wide distribution throughout the cytoplasm, indicating that the
curcumin encapsulation altered its lipophilic property facilitating its accumulation on
the cell cytoplasm. As observed by Kunwar et al. (2008) > for MCF7 and NIH3T cells
for free curcumin and by Hussain et al. (2013) > for HelLa cells treated with
nanocurcumin, we also observed a weak curcumin accumulate on the nucleus.

When CasKi and SiHa cells were incubated with 5 uM and 10 pM free
curcumin, respectively, curcumin was observed in the intracellular environment for
up to 12 hours compared with 48 hours for CasKi cells and 36 hours for SiHa treated
with the encapsulated curcumin at a concentration of 20 uM. The nanoemulsion
formulation protected curcumin from quickly degradation, staying in the intracellular
environment for longer time. In addition, the nanoemulsion system allows increasing
the concentration of the compound without interfering in the cell viability. It has been
observed in many studies that there was a significant linear relationship between
curcumin concentration and cellular fluorescence 46, Additionally, nanocurcumin
usually shows better uptake than free curcumin.

Curcumin loaded in micelles (Cur/MEPEG-PLA) presented a stronger
fluorescence, indicating an enhanced drug accumulation in C6 cells (rat glioma cell

line), in comparison cells treated with free curcumin showed a weak fluorescence ’.
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The treatment of human oral cells also showed a higher uptake of curcumin when
associated with silica nanoparticles than the free curcumin 58,

We further explored the property of curcumin in combination with
Photodynamic Therapy to increase the treatment efficacy and decrease the side
effects 5961, The phototoxic reactions triggered by photosensitization of curcumin
have been identified in several studies for different cell types: RBL cells (Rat
Basophilic Leukemia cells) 62, SM 10-12 cells (salivary gland acinar cells) 33, AMC-
HN3 (human head and neck cancer cell line) 61 and HaCaT cells (immortalized
human keratinocytes) °°.

The photoactivation of CNE generated a significant drop in cell viability in all
cell lines analyzed. Moreover, it was observed an additional phototoxic effect when
the cells were exposed to two irradiation doses, what allowed the design of a new,
more efficient treatment protocol.

Koon et al. (2006) ¢ showed free curcumin phototoxicity in NPC/CNEZ2 cells.
Cells treated with 20 uM of curcumin and on the absence of light showed 70% of
cytotoxicity, whereas the same concentration associated with 300 J/cm2 of
irradiation generated 95% of phototoxicity. In this study, we irradiated the cells with
80J/cm2 and found 93.2% of phototoxicity for CasKi cells, 83.1% for SiHa cells and
96.3% for HaCaT cells. Additionally, our formulation showed only 20% of cytotoxicity
on the absence of light, demonstrating a greater effectiveness of our treatment
system.

The combination of curcumin with visible light also resulted in a remarkable
phototoxicity in HeLa cell 28 for curcumin associated with Lanthanide complexes, and
for L929 fibroblast 3°, lung carcinoma cells 4° and head and neck carcinoma cells
AMC-HN3 8! for free curcumin treatment. In contrast, the PDT in CasKi and SiHa
cells incubated with free curcumin as photosensitive compound did not show a
significant effect on cell viability in comparison with the treatment with CNE.
However, HaCaT cells were also treated with 10 uM of free curcumin and we

observed a high phototoxic effect (5.2% for two irradiation doses). The curcumin was
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visualized intracellularly on HaCaT cells for up to 48 hours and, probably, this
difference on the phototoxicity results in comparison with CasKi and SiHa cells is
due to the higher uptake observed for HaCaT cells.

The curcumin association with nanoemulsion allowed an increase in the
concentration and in the time of permanency of curcumin in the intracellular
environment reducing the phototoxic effects of free curcumin when compared to
CNE. Our results corroborate a study which observed the use of organically modified
silica nanoparticles as a vehicle for the delivery of curcumin in human oral cancer
cells exposed to light (20 J/cm?) showed 70% of cell death in comparison with free
curcumin, where was observed only 20% 8. Niu and co-workes (2016) % also
observed that the treatment of curcumin alone or combined with light irradiation
decreased cell viability in a dosage-dependent pattern once the treatment with 2 uM
of free curcumin combined with blue light irradiation decreased the human
melanoma cell line viability to 43%.

The main advantage of PDT is that the damage is limited to illuminated area
without systemic side effects of long term 655, Furthermore, there is no damage to
normal structure such as nerves, collagen fibers and blood vessels 7. Thus, despite
the internalization of nanoemulsion-curcumin and generated a phototoxic damage in
HaCaT cells, the side effects of a future treatment with our formulation can be
minimized by directing the light source only to the anatomical sites affected.

One of the most interesting anti-cancer effects of curcumin is the induction of
apoptosis, which can be triggered by both intrinsic and/or extrinsic pathway,
depending on the cell type and tissue 8°. The work realized by Duijic et al. (2007)
0 showed that the anticancer machinery can be triggered by low curcumin
concentrations if the treatment is combined with UVA or with visible light irradiation.
The nucleus stain showed a significant increase of apoptotic nucleus in HaCaT cells
24 h after the treatment with UVA and 1 pug/ml of curcumin. The evaluation of the
mechanism that triggered apoptosis in these cells showed that the association of

curcumin with light on HaCaT cells led to the release of cytochrome c from
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mitochondria and activation of caspases 8, 9 and 3. Additionally, the treatment with
curcumin increased hypodiploid cells accumulation in U87MG cell on the sub phase
G1 and induced the pro-caspases -3, -8, -7 cleavage and the release of cytochrome
c of mitochondria ". Besides that, previous studies suggested that curcumin active
caspases-3 and -8, reinforce the idea that apoptosis induced by curcumin occurs via
a membrane-mediated mechanism.5%6%.72, |n agreement with the literature, we also
observed that the cell death detected after the treatment with CNE and PDT was
due to apoptosis by caspases -3 and -7 activation.

On the other hand, cells treated with free curcumin did not show increased of
caspase - 3 and -7 activities, and these results were expected for CasKi and SiHa
cells since it was not observed phototoxicity for these cell lines. However, for HaCaT
cells treated with irradiation and free curcumin the decreased of cellular viability was
not accompanied by the increased of caspase -3 and -7 activities, indicating that the
free curcumin can lead the cell death by others pathways besides the caspase
pathway.

The exact molecular mechanisms of curcumin-induced cell death are varied
and depend on the cell type and dose used in the experiments. Curcumin was found
to induce cell cycle arrest at the GO/G1 phase and S and G2/M phases in cancer cell
lines 7374, and the CDK 1, 2 and 4 (cyclin-dependent kinase) are considered the
potential molecular targets of curcumin’®. Additionally, curcumin also play its
anticancer actions via suppressing P13K/Akt signal transduction pathway in several
tumor models 777 and significantly inhibited NF and inhibited NF-kB and attenuated
the effect of irradiation-induced pro survival signaling through the PISK/Akt/mTOR
and NF-kB pathways 8.
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Conclusion

The nanoemulsion delivery system for curcumin here developed was
internalized more efficiently than free curcumin for both cervical carcinoma cell lines
(CasKi and SiHa) and in spontaneously immortalized human keratinocytes cell line
(HaCaT). The nanoemulsions showed good cell viability, since low cytotoxicity was
seen for all cell lines analyzed.

In contrast of free curcumin, nanoemulsion-curcumin was capable of
generating an efficient photodynamic response on carcinoma cervical cell lines,
leading to death only in those cells that were irradiated. This protocol induced an
increase in caspase enzymatic activities suggesting that cell death occurs by
apoptosis. Therefore, the formulation of nanoemulsion-curcumin associated with
PDT shows a promising therapeutic potential being more efficient than the free

curcumin.
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Figure 1: In vitro cytotoxicity of empty nanoemulsion with equivalent volumes of
curcumin nanoemulsion at 2 uM, 5 pM, 10 pM, 20 uM and 40 uM in CasKi cells,
SiHa cells and HaCarT cells.
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Figure 2: In vitro cytotoxicity of nanoemulsion-curcumin with curcumin
concentrations at 2 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM and 40 uM in CasKi cells, SiHa cells

and HaCaT cells
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Figure 3: In vitro cytotoxicity of free curcumin with curcumin concentrations at 2 pM,
5 uM, 10 pM, 20 uM and 40 uM in CaskKi cells, SiHa cells and HaCaT cells.
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Figure 4: Fluorescence microscopy images of cells incubated with nanoemulsion-
curcumin (A) and free curcumin (B). The pictures were taken after 3, 6, 12, 24, 36
and 48 hours of incubation. Scale: 20 um
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Figure 5: Phototoxicity assay in CasKi cells (A), SiHa cells (B) and HaCaT cells (C)
under two different irradiation regimes. Percentage of cell viability performed with
irradiation after 3 hours incubation and irradiation carried out after 3 and 48 hours of
incubation. Different letters indicate statistical significance.
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Figure 6: Enzymatic activity of caspase -3 and -7 shown as a percentage in relation
to the control samples (100%). A) CasKi cells; B) SiHa cells; C) HaCaT cells.
Different letters indicate statistical significance.
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Table 1 — Characterization of curcumin-nanoemulsion by dynamic light

scattering (DLS) technique

Analyzes Nanoemulsion Curcumin-
nanoemulsion
Size (nm) 200+9.9 199 +£0.2
Zeta Potential (mV) -40.2 -46.3
Polidipersivity Index 0.248 0.179

(Pdl)
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Conclusdes

A Curcumina encapsulada por nanoemulsdo gera boa resposta
fotodindmica nas diferentes linhagens celulares de carcinoma cervical positivas
para HPV-16, com inducdo de apoptose das ceélulas submetidas a irradiacao,
demonstrando seu grande potencial para atuar como agente fotossensivel em
um sistema de terapia fotodinamica.



