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RESUMO 
 

Introdução: Diversos estudos reportam alterações na expressão gênica em resposta à 

exposição de células à nanomateriais, mas até o presente momento não há nenhum 

estudo sobre a toxicidade a nível epigenético causada por nanoestruturas e seus efeitos 

em sucessivas gerações celulares. Portanto, torna-se necessário estudar esses fenômenos 

a fim de contribuir no desenvolvimento de nanopartículas mais adequadas para 

aplicações biológicas. Objetivo: Avaliar o perfil de metilação global de DNA em 

células MCF-7 e MCF-10A em cultivo após a cessão da exposição de nanopartículas de 

maghemita funcionalizadas com citrato. Materiais e métodos: As NPM-citrato foram 

sintetizadas pelo método de coprecipitação de Fe (II) e Fe (III) e adição direta de ácido 

cítrico. As caracterizações das NPM-citrato foram realizadas por microscopia (MET, 

HRTEM, MEV e AFM) e por diâmetro hidrodinâmico e potencial zeta. Para detectar as 

concentrações sub-letais IC-10 e IC-20, foram realizados a exclusão de viabilidade por 

contagem de células coradas com Azul Tripan e o ensaio de citotoxicidade pela 

detecção da Lactato Desidrogenase (LDH). O ensaio de proliferação celular foi 

realizado no sistema xCELLigence™ (Roche/ACEA). A detecção de ferro intracelular 

foi realizada pelo ensaio do Azul da Prússia. O perfil de metilação global de DNA foi 

realizado por ensaio colorimétrico. A expressão das DNMTs foi realizada por qRT-

PCR. Resultados: As NPM-citrato causaram efeito citostático em células MCF-7 e 

MCF-10A quando administradas nas concentrações 30 e 60µgFe/mL durante 24h. Após 

a cessão da exposição das NPM-citrato, verificou-se que a proliferação das células 

MCF-7 tratadas foi maior que das células não tratadas. Além disso, foi constatado que 

as NPM-citrato encontravam-se no interior das células durante todo o experimento e que 

havia uma dinâmica de metilação de DNA, mesmo após a exposição transiente das 

NPM-citrato. Também foram identificadas diferenças entre o acúmulo de transcritos de 

DNA metiltransferases. Discussão: Os nanomateriais possuem um risco intrínseco em 

aplicações biológicas, mesmo quando administrados em concentrações consideradas 

não-tóxicas por meio de técnicas convencionais. Isso porque seus efeitos em sistemas 

biológicos podem se estender a múltiplas gerações, mesmo durante exposição 

transiente. Conclusão: As NPM-citrato promovem alterações significativas no perfil de 

metilação global de DNA em células MCF-7 e não promovem em MCF-10A e esse 

fenômeno pode ser explorado para aplicações biomédicas futuras.  
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ABSTRACT 
 

Introduction: Several studies have reported changes in gene expression in response to 

exposure of cells to nanomaterials, but to date there is no study on the toxicity caused 

by nanostructures at epigenetic level and their effects in successive cell generations. 

Therefore, it becomes necessary to study these phenomena in order to contribute to the 

development of more appropriate nanoparticles for biological applications. Objective: 

To evaluate the profile of global DNA methylation in MCF-7 and MCF-10A cells in 

culture after cessation of exposure to maghemite nanoparticles functionalized with citric 

acid. Methods: The NPM-citrate were synthesized by coprecipitation of Fe (II) and Fe 

(III) method and direct addition of citric acid. The characterizations of NPM-citrate 

were performed by microscopy (TEM, HRTEM, SEM and AFM) and by analysis of the 

hydrodynamic diameter and zeta potential. To detect the sub-lethal concentrations IC-10 

and IC-20, we performed the counting of the cells stained with Trypan Blue and 

cytotoxicity assay for detection of lactate dehydrogenase (LDH). The cell proliferation 

assay was performed in xCELLigence ™ (Roche / ACEA) system. Detection of 

intracellular iron assay was performed by Prussian Blue. The profile global DNA 

methylation was performed by colorimetric assay. The expression of DNMTs was 

performed by qRT-PCR. Results: NPM-citrate caused cytostatic effect on MCF-7 and 

MCF-10A cells when given at concentrations of 30 and 60μgFe/ml for 24h. After the 

transfer of the NPM-citrate exposure, it was found that the proliferation of MCF-7 

treated cells was higher than untreated cells. Furthermore, it was found that the NPM-

citrate is found inside the cells throughout the experiment and had a dynamic DNA 

methylation even after transient exposure of NPM-citrate. Differences between the 

transcript accumulation of DNA methyltransferases were also identified. Discussion: 

The combination of nanotechnology and epigenetics is still poorly understood because 

these are frontier areas of knowledge. Thus, nanomaterials have an intrinsic risk in 

biological applications, even when administered in non-toxic concentrations considered 

by conventional techniques. This is because their effects on biological systems can be 

extended to multiple generations, even during transient exposure. Conclusion: The 

NPM-citrate promote significant changes in global DNA methylation in MCF-7 cells 

and do not promote in MCF-10A and this phenomenon can be exploited for future 

biomedical applications. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 Epigenética  
 

 Todas as células de um organismo multicelular carregam o mesmo genoma, se 

não forem consideradas as mutações que podem ocorrer ao longo da vida, que são 

pouco frequentes (Hodgkinson & Eyre-Walker, 2011). Apesar disso, células em 

diferentes estágios do desenvolvimento e com diferentes funções devem expressar 

apenas um conjunto de seus genes, cujos produtos são característicos desses tipos 

celulares. Dessa forma, o potencial transcricional de um gene em um determinado tipo 

celular não é determinado por diferenças na sequência de DNA em relação à outros 

tipos celulares, mas por diferenças no seu perfil epigenético (Sarkies & Sale, 2012). O 

termo Epigenética foi originalmente cunhado por Conrad Hal Waddington em 1942 em 

um contexto específico, a fim de descrever os processos entre o genótipo e o fenótipo 

durante o desenvolvimento embrionário que não podiam ser atribuídos diretamente à 

sequência de DNA, mas que sofriam influências ambientais (Waddington, 1942). Com a 

descoberta das marcas epigenéticas e seus mecanismos de ação, que serão apresentados 

posteriormente, o conceito de Epigenética evoluiu, sendo definido como o estudo dos 

fatores ou processos moleculares herdáveis por mitose ou por meiose e potencialmente 

reversíveis que regulam a atividade genômica de forma independente da sequência de 

DNA (Skinner, 2011a). Esses fatores ou processos não são estáticos durante a vida, pois 

sofrem mudanças coordenadas em estágios definidos do desenvolvimento embrionário, 

particularmente em mamíferos. Além da dinâmica pré-estabelecida do epigenoma, 

existe também a variação estocástica, cujo propósito biológico é desconhecido, mas 

acredita-se que possa ser mediado por fatores ambientais (Feil & Fraga, 2012).  

 Hoje sabe-se que os eventos epigenéticos participam de diversos processos 

biológicos, como na oncogênese, doenças autoimunes, obesidade, senescência celular, 

problemas na reprodução assistida e na clonagem por transferência nuclear de células 

somáticas, plasticidade neuronal, desenvolvimento embrionário, distúrbios 

comportamentais humanos e até mesmo na evolução das espécies (Jablonka & Lamb, 

2002; Gluckman & Hanson, 2004; Petronis, 2010). Nesse sentido, a modulação 

epigenética parece representar um mecanismo de regulação da expressão gênica 

universal, ainda que pouco compreendido. As marcas ou fatores epigenéticos 

identificados até o presente momento são a metilação de DNA, as modificações pós-
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traducionais de histonas (metilação, acetilação, fosforilação e ubiquitinação), os RNAs 

não codantes e os príons (Grossniklaus et al, 2013). O foco deste trabalho é o estudo da 

dinâmica da metilação global de DNA em células epiteliais de mama após exposição 

transiente de nanopartículas magnéticas, por isso, as outras modificações epigenéticas 

não serão abordadas em detalhes. 

 

1.2 Metilação de DNA 
 

 A ligação covalente do grupamento metil (-CH3) na posição C-5 da citosina 

(5mC) é a marca epigenética melhor caracterizada até o momento. Em mamíferos, 

encontra-se predominantemente em um contexto de dinucleotídeos CpG, ou seja, uma 

citosina adjacente a uma guanina localizadas na mesma fita de DNA. A metilação de 

sequências não-CpG é rara em mamíferos e sua função ainda é desconhecida (Lister et 

al, 2009). Estima-se que 70-80% de todos os CpGs de células somáticas humanas são 

metilados (Arand et al, 2012), ou seja, aproximadamente 2-5% de todas as citosinas do 

genoma, dependendo do tipo celular (Bollati & Baccarelli, 2010).  

 Em 1975, dois trabalhos independentes sugeriram que a metilação do DNA 

poderia ser uma marca epigenética e que estava relacionada diretamente com o 

silenciamento gênico (Holliday & Pugh, 1975; Riggs, 1975). Essa visão restritiva da 

função da metilação do DNA permaneceu por muito tempo, mas hoje sabe-se que essa 

marca pode assumir diferentes funções, dependendo de seu contexto e sua distribuição 

no genoma. Mais da metade dos genes de vertebrados contém pequenas regiões ricas em 

CpG (aproximadamente 1kb), conhecidas como ilhas CpG. Essas regiões são 

comumente encontradas nos promotores dos genes, próximas ao sítio de iniciação da 

transcrição. Em geral, quando uma grande porção de citosinas presentes em ilhas CpG 

encontram-se metiladas, há uma inibição do acoplamento do aparato transcricional no 

DNA e consequentemente uma inibição da transcrição. No entanto, quando a 5mC 

encontra-se no corpo do gene observa-se geralmente o efeito inverso, ou seja, ao invés 

de inibir a transcrição, ela estimula sua elongação. Além disso, estudos mostram que a 

metilação nessa região pode exercer influência durante o splicing (Laurent et al, 2010). 

A metilação em regiões repetitivas (como os centrômeros) e em elementos transponíveis 

é importante para a estabilidade dos cromossomos. Outros trabalhos mais recentes 
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discutem as possíveis influências da metilação do DNA na atividade de elementos 

regulatórios, como enhancers e insuladores (Jones, 2012). 

 Em concordância com sua importância funcional, os padrões de metilação de 

DNA são bem regulados ao longo das gerações. Apesar dos padrões de metilação serem 

amplamente mantidos através da divisão de células somáticas, mudanças no padrão de 

metilação ocorrem durante o desenvolvimento embrionário e durante a diferenciação 

celular ou ainda sob algum estímulo ambiental. As enzimas que promovem a 

transferência do grupamento metil da S-adenosil-L-metionina para a citosina em CpG 

fazem parte da família das DNA metiltransferases (DNMTs), dentre as quais apenas três 

delas possuem atividade catalítica: DNMT1, DNMT3A e DNMT3B. A DNMT1 é a 

principal metiltransferase de manutenção. Essa enzima tem preferência por sítios CpG 

hemimetilados em sequências palindrômicas (CpG metilado em apenas uma das fitas de 

DNA) como os gerados pela replicação do DNA. Ela é responsável por copiar os 

padrões de metilação pré-existentes para a fita recém-sintetizada, provavelmente com a 

ajuda da proteína UHRF1 (Ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1), que 

também reconhece sítios hemimetilados (Hashimoto et al, 2009). As DNMT3A e 

DNMT3B são metiltransferases de novo, ou seja elas adicionam grupamento metil em 

um sítio antes não-metilado. Essas enzimas não possuem preferência por substratos 

CpG hemimetilados, mas estudos recentes mostram que elas também podem apresentar 

função de manutenção, possivelmente metilando os sítios CpG esquecidos pela 

DNMT1. Essa hipótese foi levantada pois, em células somáticas sua atividade é mais 

acentuada em regiões com alta densidade de CpGs metilados (Jones & Liang, 2009). As 

DNMT3L não possuem motivos de metiltransferase cataliticamente ativos, mas 

acredita-se que elas possam estimular a atividade de DNMT3A e DNMT3B. Análises 

estruturais indicaram que os domínios C-terminal de DNMT3A e DNMT3L formam um 

complexo tetramérico com dois sítios ativos, que metila preferencialmente dois CpGs 

separados entre 8-10pb (Jia et al, 2007).  

 A desmetilação, ou seja, a remoção do grupamento metil de CpG, também é um 

mecanismo importante para a manutenção da viabilidade em mamíferos e ocorre de 

forma global durante a reprogramação epigenética. Esse fenômeno é caracterizado por 

ondas de desmetilação global seguidas de metilação de novo durante o desenvolvimento 

embrionário. É provável que esse evento ocorra para reestabelecer a totipotência no 

zigoto (Bergman & Cedar, 2013) e porque algumas regiões no genoma possuem 

padrões epigenéticos diferentes entre os cromossomos de origem materna e paterna 
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(imprinting). Esse padrão deve ser apagado nos gametas materno e paterno e 

posteriormente reestabelecido de forma sexo-específica na próxima geração. A 

reprogramação evita, por exemplo, que o padrão de imprinting de machos seja passado 

para as fêmeas da prole e vice-versa (Barlow, 2011). A figura 1 abaixo sumariza os 

principais mecanismos associados à dinâmica da metilação de DNA. 

 

 

Figura 1.1. Metilação e desmetilação do DNA. Modificado de Chen & Riggs, 2011. 

 

 Após a fertilização, a maior parte do genoma de origem paterna é rapidamente 

desmetilado, sendo um indicativo de desmetilação enzimatica ativa, cujos mecanismos 

ainda não estão bem elucidados. O genoma materno também é desmetilado, mas 

aparentemente sofre desmetilação passiva, dependente da replicação do DNA durante as 

divisões celulares na ausência da atividade da DNMT1 (Smallwood & Kelsey, 2012). 

Após a implantação, uma onda global de metilação de novo reestabelece os padrões de 

metilação de DNA que serão mantidos, em grande parte nos tecidos somáticos. As 

células germinativas primordiais surgem no sétimo dia embrionário (E7.5) e entre o 

décimo primeiro e o décimo segundo dias embrionários (E11.5 e E12.5) ocorrem novas 

ondas de desmetilação e metilação de novo para reestabelecer o padrão de impriting 

sexo-específico nessas células. Em adição a essas mudanças globais, ocorrem eventos 

de desmetilação e metilação de novo gene-específica durante a diferenciação tecidual. 
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1.3 Fatores ambientais  
 

 Como mencionado anteriormente, fatores ambientais podem influenciar na 

herança epigenética e seu impacto depende do estágio de desenvolvimento. Evidências 

sugerem que o período gestacional é particularmente sensível à perturbação epigenética 

e que o ambiente pode exercer diferentes efeitos na placenta e no embrião (Sandovici et 

al, 2012). Assim, alterações epigenéticas que surgem nos períodos mais precoces do 

desenvolvimento embrionário tendem a ser amplificados pelas divisões celulares, 

afetando uma grande proporção de células do organismo adulto. Em contraste, 

alterações epigenéticas que ocorrem em células diferenciadas adultas permanecem 

restritas aquele tipo celular. Da mesma forma, quando ocorrem em células-tronco 

adultas permanecem restritas aquele tecido específico (Feil & Fraga, 2012). A 

suscetibilidade às alterações epigenéticas pode ser ligada também ao grau de 

pluripotência. Enquanto o epigenoma de células completamente diferenciadas parecem 

ser mais estáveis, o cultivo de embriões de mamíferos durante a reprodução assistida 

pode afetar o estabelecimento e a manutenção da metilação de DNA, particularmente 

em genes "imprintados" (Young et al, 2001).  

 A herança transgeracional trata das alterações epigenéticas transmitidas às 

subsequentes gerações, em resposta a um impacto induzido por fatores ambientais 

(Heard & Martienssen, 2014). No entanto, é importante destacar que a herança 

transgeracional ocorre apenas se a alteração epigenética for transmitida à prole cujas 

células não foram expostas ao fator ambiental. Em mamíferos, por exemplo, somente 

marcas epigenéticas transmitidas à geração F3 são verdadeiramente transgeracionais, 

pois as células germinativas que darão origem à geração F2 já estão presentes durante o 

impacto ambiental e também podem ter sido expostas durante o desenvolvimento 

embrionário da geração F1. As alterações epigenéticas transmitidas até a geração F2 são 

chamadas de efeito parental (Heard & Martienssen, 2014). 

 Outro evento cuja nomenclatura ainda é alvo de debate é o equivalente à 

"herança transgeracional em células somáticas". Segundo Skinner (2011b), a habilidade 

do epigenoma ser replicado e transmitido por meio da mitose deve ser chamado de 

"estabilidade mitótica", pois o termo herança não é o mais adequado. Esse mesmo 

evento é referido por Halley-Stott & Gurdon (2013) como "memória epigenética". 

Huang (2013), por sua vez, discute que em um sistema in vitro após exposição 

transiente de um fator ambiental podem ocorrer três possíveis resultados: (1) as células 
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percebem a perturbação transiente do sistema e retornam a seu estado original 

(estabilidade mitótica epigenética); (2) as células percebem a perturbação transiente do 

sistema e sofrem alterações no seu estado epigenético (instabilidade mitótica 

epigenética) ou (3) as células não percebem a perturbação transiente e permanecem 

como se o fator ambiental ainda estivesse atuando (plasticidade).  

 Diversos tipos de fatores ambientais vêm sendo descritos na literatura como 

causa de desordens na homeostase, levando a doenças como o câncer por meio de 

herança transgeracional. Dentre eles, destacam-se fatores nutricionais, contaminantes 

inorgânicos, drogas, fungicidas, pesticidas, disruptores endócrinos e metais, como 

mostra a tabela 1. 

 

Tabela 1.1. Principais fatores ambientais e seus efeitos transgeracionais em mamíferos. 

Adaptado de Skinner, 2010. 

 

 

 No entanto, é importante lembrar que o desenvolvimento de doenças por causas 

ambientais também pode ter contribuições genéticas, pois esses eventos não são 

mutuamente exclusivos. De fato, diversas pesquisas mostram a intercomunicação entre 

componentes genéticos e epigenéticos nos estados patológicos, principalmente em 

câncer. Um dos mecanismos descritos durante a transformação malígna é a 

hipometilação global do DNA, seguida de hipermetilação em ilhas CpG de promotores 

de genes específicos (You & Jones, 2012). De qualquer forma, é cada vez mais comum 

encontrar na literatura dados sobre influências ambientais na herança transgeracional, 

pois acredita-se que elas sejam mais comuns do que as variações genéticas, visto que o 
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epigenoma é mais flexível que o genoma. Assim, torna-se necessário investigar o papel 

dos fatores ambientais na etiologia de doenças para direcionar o alvos terapêuticos com 

menores efeitos adversos.  

 Novos materiais vêm sendo desenvolvidos pelo homem, dentre os quais 

destacam-se os nanomateriais. Estima-se que, até 2015 aproximadamente 15% da 

produção industrial mundial será de produtos provenientes da nanotecnologia (Kovalev, 

2013). Essa perspectiva indica o volume de nanomateriais que estão sendo produzidos, 

justificando a necessidade de caracterizar seus potenciais de toxicidade em nível 

epigenético.  

 

1.4 Nanociência e Nanotecnologia 
 

 A nanociência estuda os materiais que, quando organizados em escalas 

nanométricas apresentam propriedades novas e específicas que não são observadas em 

escalas macroscópicas, como alterações em seu comportamento óptico, elétrico e 

catalítico. Uma das razões para o surgimento dessas propriedades é a alta razão entre a 

área de superfície em relação ao volume dos nanomateriais, que os torna potencialmente 

mais reativos (Kucheryavy et al, 2013). Por exemplo, óxidos de ferro menores que 

30nm não apresentam magnetização permanente, mas respondem a um campo 

magnético externo, sendo considerados portanto como materiais inteiramente novos, 

cujas propriedades podem ser exploradas para aplicações biomédicas (Mahmoudi et al, 

2012).  

 A nanotecnologia por sua vez, é a aplicação da nanociência e desperta grande 

interesse público por apresentar grande potencial econômico e social. As aplicações dos 

nanomateriais são as mais diversas, abrangendo áreas desde a engenharia aeroespacial 

até a medicina. Dentre eles, as nanopartículas vêm se tornando um dos componentes 

principais da nanotecnologia, sendo uma das classes de nanomateriais que apresentam 

as três dimensões na nanoescala (Mahmoudi et al, 2012). As nanopartículas podem ser 

geradas de forma não intencional por meio de combustão e são encontradas, por 

exemplo entre as partículas de poluição do ar, ou sintetizadas de forma intencional 

(nanopartículas engenheiradas). As propriedades das nanopartículas dependem de sua 

forma (esférica, cúbica, hexagonal, etc) e de seus constituintes, que podem ser orgânicos 

(polímeros, lipídios, etc) ou inorgânicos (metais). Em geral, as nanopartículas 
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engenheiradas são mais homogêneas quanto a essas características quando comparadas 

com as nanopartículas naturais (Chaudhuri & Paria, 2012).    

 As nanopartículas de óxido de ferro (NPM) por sua vez, podem ser utilizadas em 

diversas aplicações biológicas, devido a suas propriedades, por possuírem baixo 

potencial de toxicidade (Singh et al, 2010). Quando dispersas em um solvente 

carreador, orgânico ou inorgânico, e funcionalizadas com uma camada molecular 

estabilizante (como citrato, dextran ou ácido dimercaptosuccínico, por exemplo) são 

chamadas de fluido magnético (FM). Em um FM, a interação das NPM com o solvente 

permite que toda a solução coloidal responda a um campo magnético e não somente as 

NPM. Essa propriedade vêm sendo muito explorada na pesquisa para o diagnóstico e 

tratamento de doenças, inclusive para o câncer. Mais recentemente, o potencial 

teragnóstico (junção entre terapia e diagnóstico) das NPM vêm sendo investigado, pois 

permite acelerar o tratamento e consequentemente contribuir para uma diminuição nos 

efeitos adversos comumente relatados nos tratamentos convencionais. Essa estratégia 

consiste em rastrear, por exemplo as células neoplásicas no organismo e 

simultaneamente promover o tratamento, visto que essas NPM também podem 

apresentar atividade antitumoral. Para isso, existem duas principais estratégias: a 

entrega de drogas sítio-dirigida e a magnetohipertermia.   

 A estrutura das NPM comporta a associação de fármacos, anticorpos e outras 

biomoléculas, permitindo a veiculação de drogas a um tecido-alvo, com o auxílio de um 

magneto externo, aumentando a especificidade do tratamento e resultando em menor 

toxicidade sistêmica (Mahmoudi et al, 2012). Outra aplicação em desenvolvimento é a 

magnetohipertermia, que consiste no aquecimento e destruição tumoral quando as NPM 

estão sob campo magnético externo alternado, que provoca a vibração das NPM seguida 

de uma intensa liberação de energia térmica. Essas nanopartículas também podem ser 

usadas no melhoramento das técnicas de imageamento biomédico por ressonância 

magnética (MRI), sendo usadas como agentes de contraste (Nigam et al, 2011). Dessa 

forma, é possível utilizar NPMs para o direcionamento e rastreamento de células-tronco 

transplantadas in vivo (Andreas et al, 2012) e monitorar a progressão de metástases de 

forma eficiente, inclusive em câncer de mama (Leuschner et al, 2006). 

 Dentre os nanomateriais aprovados para uso clínico e comercializados, 

encontram-se as NPM funcionalizadas com dextran (Feridex) ou com carboxidextran 

(Resovist), que possuem entre 50 e 200nm e carga neutra. Como são facilmente 

fagocitadas pelas células do sistema retículoendotelial, são utilizadas no imageamento 
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de hepatocarcinomas, por meio de ressonância magnética. Assim, áreas onde o tecido 

hepático não sofreu transformação malígna (tecido normal) são detectadas por um baixo 

sinal de MRI, pois o sistema reticuloendotelial está atuante, enquanto áreas de 

hepatocarcinoma apresentam um alto sinal de MRI, onde o sistema reticuloendotelial é 

deficiente (Liu et al, 2013).   

 No entanto, essas NPM não são bem internalizadas por outros tipos celulares, 

limitando sua aplicação (Andreas et al, 2012). Por isso, uma busca por novas NPM vêm 

sendo feita no sentido de identificar nanomateriais com maiores possibilidades de 

aplicação. Nesse cenário, surgem as NPM de maghemita estabilizadas com agentes 

quelantes ou pequenos ligantes aniônicos, como o citrato. 

 A maghemita (γ-Fe2O3) e a magnetita (Fe3O4) são as NPMs mais utilizadas 

atualmente por serem facilmente sintetizadas em laboratório, a baixo custo. Também 

apresentam alta estabilidade química em condições fisiológicas e, em geral baixa 

toxicidade, principalmente a maghemita por apresentar-se em um estado mais oxidado e 

portanto menor reatividade (Ling & Hyeon, 2013). As nanopartículas de óxido de ferro 

não apresentam estabilidade coloidal em pH fisiológico, sendo estáveis somente em 

condições ácidas ou alcalinas. Para a manutenção da estabilidade em pH fisiológicos, 

estes materiais geralmente são recobertos com moléculas biocompatíveis que permitem 

que estas partículas se mantenham dispersas, como por exemplo o citrato.  

 O citrato é um íon derivado do ácido cítrico que participa de vias metabólicas 

essenciais para a célula, como o ciclo do ácido cítrico e a síntese de ácidos graxos, o que 

sugere sua alta biocompatibilidade (Icard et al, 2012). Nanopartículas de óxido de ferro 

estabilizadas com citrato (NPM-citrato) mostraram alta eficácia no tratamento de 

anemias e na terapia contra o câncer (Foy & Labhasetwar, 2011). No entanto, os 

possíveis efeitos colaterais induzidos por essas nanopartículas devem ser avaliados, a 

fim de estabelecer os limites de segurança para o uso clínico desses produtos.  

  

1.5 Nanotoxicologia e metabolismo do ferro 
  

 Diversos parâmetros, como tamanho, carga, forma, composição, área de 

superfície e volume modificam as propriedades fisico-químicas da matéria quando em 

escala nanométrica, podendo tornar os nanomateriais altamente reativos e desestabilizar 

a homeostase dos sistemas biológicos (Schrand et al, 2010). Em geral, quanto menor 
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um nanossistema, maior a proporção de átomos expostos em sua superfície capazes de 

reagir com o meio biológico. Estima-se que apenas 1% dos átomos de uma 

micropartícula situam-se em sua superfície, enquanto que em uma nanopartícula de 

10nm aproximadamente 10% dos átomos estão expostos (Jones & Grainger, 2009).  

 A nanotoxicologia explora os efeitos nocivos da interação entre um nanomaterial 

e um sistema biológico, por meio da avaliação de integridade da membrana plasmática, 

atividade mitocondrial, identificação de corpos apoptóticos, danos ao material genético 

e formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) tanto à nível celular quanto tecidual 

(Singh et al, 2010). Se um nanomaterial não apresenta toxicidade significativa in vitro 

na dosagem ideal para determinada aplicação biomédica, então ele é testado em 

modelos in vivo e, posteriormente, em testes clínicos em humanos (Mahmoudi et al, 

2012).  

 As nanopartículas de maghemita contém ferro, que é crucial para o metabolismo 

celular normal e desempenha um papel importante em processos como síntese de DNA 

e respiração celular. A cada dia os humanos absorvem entre 1-3mg de ferro na dieta, 

utilizando a proteína DMT1 (divalent metal transporter 1) dos enterócitos. O ferro 

férrico (Fe
3+

) é liberado para o plasma através do canal exportador (ferroportina) onde 

se liga a transferrina (Tf). O complexo Tf-Fe
3+ 

se liga ao receptor de transferrina 1 

(TFR1), que é amplamente expresso na superfície das células. Após ser endocitado, o 

Fe
3+ 

é reduzido no endossomo à Fe
2+

 por meio das redutases STEAP e transportado para 

o citoplasma pelo transportador DMT1. O ferro pode então ser incorporado em sítios 

ativos de proteínas, como as ribonucleotídeo redutases, que participam da conversão 

catalítica de ribonucleotídeos em desoxiribonucleotideos. Além disso, pode ser usado na 

síntese de grupamento heme e clusters ferro-enxofre, que são incorporados em proteínas 

que participam do ciclo do ácido cítrico, fosforilação oxidativa e muitas outras funções 

essenciais. O excesso de ferro é estocado na proteína de estoque ferritina ou exportado 

novamente. Antes de ser exportado, a proteína hefaestina oxida o ferro de volta para a 

forma Fe
3+

 para que ele possa ser carreado pela transferrina (Torti & Torti, 2013). 
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Figura 1.2. Representação esquemática do metabolismo do ferro, retirado de Anderson 

et al, 2012).  

 

 O ferro é cuidadosamente regulado para manter a homeostase em células 

normais, o que não acontece em células cancerosas, que possuem uma maior demanda 

de ferro para sobreviver.  Por exemplo, o baixo prognóstico de pacientes com câncer de 

mama está correlacionado com altos níveis do receptor de transferrina TfR1(Bystrom et 

al, 2014). No entanto, a habilidade de ganhar e perder elétrons, também permite que o 

ferro participe de reações que envolvem radicais livres potencialmente deletérias. Entre 

essas está a reação de Fenton, na qual o ferro ferroso doa um elétron em uma reação 

com o peróxido de hidrogênio para produzir o radical hidroxil, uma espécie reativa de 

oxigênio (ERO). Essa reação não somente pode danificar lipídios e proteínas, mas 

também causar dano oxidativo ao DNA, incluindo modificações de base e quebras na 

dupla-fita, podendo levar a mutações. Assim, o ferro é ser essencial, mas 

potencialmente tóxico.  

 Não existe nenhum consenso sobre os riscos intrínsecos, tolerância e toxicidade 

para quase todos os nanomateriais. É muito comum encontrar na literatura opiniões 

divergentes sobre a segurança de um mesmo nanomaterial em um mesmo sistema 

biológico (Jones & Grainger, 2009). Isso pode ocorrer porque os testes toxicológicos 

empregados são muito restritos e o microambiente celular pode não ser rigorosamente 

controlado entre os grupos de pesquisa, o que pode levar a modificações epigenéticas 

inesperadas que influenciam na resposta da célula em exposição ao nanossistema.  
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1.6 Nanoepigenética e toxicologia 
 

 Além das alterações genômicas e não-genômicas, os sistemas nanoestruturados 

podem induzir modificações epigenéticas em sistemas biológicos. Diversos estudos 

mostram essas alterações, mas nenhum apresenta relatos de toxicidade no nível 

epigenético durante exposição transiente de nanopartículas in vitro, ou seja, após a 

cessão do tratamento.  

 Os estudos sobre a interação de nanossistemas com as marcas epigenéticas são 

relativamente recentes, pois a nanotecnologia e a epigenética são áreas de fronteira do 

conhecimento. Choi et al (2008) demonstraram que quantum dots de telureto de cádmio 

(CdTe) promovem a hipoacetilação global da histona H3 em células de câncer de mama 

em cultivo, além de estresse oxidativo que induziu a morte das células, quando 

administrados por 24h em concentração de 5µg/mL. Nanopartículas de dióxido de 

silicone podem inibir a expressão da proteína MBD (Domínio de Ligação à Metilação 

de DNA, sigla em inglês) e das enzimas DNA metiltransferases DNMT1 e DNMT3A, 

levando a uma hipometilação global de DNA em queratinócitos humanos em cultivo 

tratados por 24h com 10µg/mL (Gong et al, 2010). Essas nanopartículas também podem 

induzir aumento da metilação do promotor do gene de reparo de DNA PARP-1, 

diminuindo sua expressão, no mesmo modelo celular sob mesmas condições de 

tratamento (Gong et al, 2012). Em um ensaio enzimático foram identificados os sítios 

de ligação da histona desacetilase 8 (HDAC8) com nanopartículas de ouro, sugerindo 

que estas partículas podem inibir a atividade da HDAC8 (Sule et al, 2008). 

Nanopartículas de ouro (AuNPs) podem também induzir alterações na expressão de 

miRNAs in vitro e in vivo. Ng et al (2011) identificaram aumento da expressão do mi-

155 em fibroblastos fetais humanos em cultivo e diminuição da expressão do gene 

PROS1 (que codifica uma proteína envolvida em coagulação sanguínea) quando as 

células eram tratadas com 1nM de AuNPs por 48h e 72h. Mesmo não tendo encontrado 

diferenças no padrão de metilação do DNA, os autores correlacionam o aumento de 

expressão de mi-155 com alterações conformacionais e reorganização da cromatina. 

Balansky et al, 2013 detectaram expressões anormais de 28 miRNAs em pulmões de 

fetos de camundongos, cujas mães foram expostas a 3.3mgAu/kg, por administração 

intraperitoneal, nos dias 10, 12, 14 e 17 de gestação. A droga Gefitinib (usada no 

tratamento de câncer de pulmão) exibiu maior atividade antitumoral em células de 

carcinomas de pulmão e de pele em cultivo quando nanoencapsulada com PLGA, pois 
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assim houve indução de histona acetiltransferases p300/CBP, levando a um aumento da 

acetilação de histonas H3 (Kaur et al, 2013). Alguns trabalhos relatam também os 

efeitos epigenéticos de nanopartículas de causa não intencional (Stoccoro et al, 2013) 

ou nanopartículas carreadoras de moduladores epigenéticos (Chandran, 2014). 

 Tais estudos sugerem que alterações epigenéticas possam ocorrer em 

decorrência de tratamento com nanopartículas, independentemente da indução, ou não, 

de cito ou genotoxicidade. É possível ainda que essas alterações epigenéticas sejam 

transmitidas por várias gerações, tanto por meio de divisões celulares em sistemas in 

vitro ou até mesmo por meio da prole, no caso de sistemas in vivo. Esses efeitos podem 

ocorrer nas gerações posteriores mesmo na ausência do estímulo induzido pelas 

nanoestruturas e, como não são detectadas pelos testes de citotoxicidade frequentemente 

empregados, podem levar a uma falsa ideia de que um nanomaterial não é tóxico. Se 

ocorrerem, essas modificações epigenéticas herdadas podem ser estáveis ou reversíveis, 

podendo levar a alterações morfológicas e funcionais nas células ou organismos a longo 

prazo. Além disso, o padrão de possíveis alterações epigenéticas induzidas por 

nanomateriais pode diferir entre células normais e cancerosas, o que torna mais 

complexa a avaliação de toxicidade entre tais tipos celulares. 

 Até o presente momento não há nenhum estudo sobre uma possível “toxicidade 

epigenética” causada por nanoestruturas que se propague por sucessivas gerações 

celulares, após exposição transiente a nanomateriais. O presente trabalho justifica-se 

pela necessidade de se avaliar o possível efeito epigenético de tratamentos com 

concentrações não tóxicas de nanopartículas de ferro, que apresentam propriedades 

particulares, como regulação metabólica alterada em câncer, especialmente em células 

de câncer de mama. Caso alterações epigenéticas sejam encontradas, será necessário 

avaliar se essas persistem ao longo das divisões celulares após exposição transiente às 

nanopartículas. 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar o perfil de metilação global de DNA em células epiteliais de câncer de 

mama (MCF-7) e células epiteliais não tumorais imortalizadas (MCF-10A) em cultivo 

após exposição transiente de nanopartículas de maghemita funcionalizadas com 

cobertura de citrato (NPM-citrato).  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 Síntese das NPM-citrato  

 

 As nanopartículas de maghemita (ɣ-Fe2O3) foram sintetizadas e gentilmente 

cedidas pela Profa. Emília Celma de Oliveira Lima do Instituto de Química da 

Universidade Federal de Goiás. Para prepará-las, foi utilizado o método de co-

precipitação de Fe (II) e Fe (III) em solução aquosa pela reação de hidrólise alcalina e 

posteriormente as nanopartículas foram funcionalizadas pela adição de ácido cítrico, de 

acordo com Freitas et al. (2013). A magnetita foi precipitada pela dissolução de 2,08g 

de FeCl2 e 5,22g de FeCl3 em 380mL de água deionizada e, em seguida, adicionou-se 

20mL de 25% NH3 sob agitação vigorosa. Após a sedimentação do precipitado com um 

magneto permanente, o sobrenadante foi removido por decantação e 40mL de 2M 

HNO3 foram adicionados ao sedimento de cor preta, mantido sob agitação por 5min. A 

completa oxidação da magnetita em maghemita foi realizada adicionando-se 60mL de 

0,35M Fe(NO3)3 à mistura sob agitação em sua temperatura de ebulição por 1h. Após a 

sedimentação e lavagem com 2M HNO3, o precipitado avermelhado foi disperso pela 

adição de água deionizada. Para a funcionalização das nanopartículas de maghemita, o 

precipitado foi tratado com solução de ácido cítrico à 0,05M sob agitação por 45min em 

pH 5,0. As nanopartículas de maghemita funcionalizadas com citrato (NPM-citrato) 

foram lavadas cinco vezes com acetona para remover o excesso de ácido cítrico e foram 

secadas em fluxo de gás nitrogênio. As NPM-citrato foram dispersas em água 

deionizada e mantidas sob agitação por 24h. Depois, foram centrifugadas à 1000 RPM 

por 2min e dispersas em tampão PBS. O sobrenadante foi ajustado para pH 7,0 para 

produzir amostras biocompatíveis. O fluido magnético obtido foi armazenado à 4 ºC e 

possuía concentração de 9,5mgFe/mL, que pode ser determinada através de difração de 

raios-X segundo Freitas et al (2008).    

 

3.2 Caracterização Nanoscópica das NPM-citrato 

 

Para as caracterizações das NPM-citrato em Microscopia Eletrônica de 

Transmissão convencional (MET) e de alta resolução (HRTEM), Microscopia 
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Eletrônica de Varredura (MEV) e Microscopia de Força Atômica (AFM), o fluido 

magnético (9,5mgFe/mL) foi diluído em água deionizada na proporção de 1:200 e 

agitado vigorosamente por 20seg. As análises de MET, HRTEM e MEV foram 

realizadas no Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO Xerém/RJ) e as análises de 

AFM foram realizadas na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). 

 

3.2.1 Microscopia Eletrônica de Transmissão - MET 

 

Para a caracterização em Microscopia Eletrônica de Transmissão, foram 

espalhados 4µL da solução contendo as NPM-citrato em telinhas de cobre de 300 mesh 

previamente cobertas com resina Formvar® e deixadas secar overnight dentro de placas 

de Petri. As análises foram feitas em Microscópio Eletrônico de Transmissão a 80 KV 

(Tecnai G2
 
Spirit, FEI). Para a determinação do tamanho médio da população de 

nanopartículas, 400 imagens de nanopartículas foram avaliadas quanto ao seu maior 

diâmetro no Software de Análises de Imagens Image ProPlus™. A partir dos dados 

obtidos, foi produzida uma curva de dispersão entre o diâmetro médio das 

nanopartículas e a frequência destas. O pico da dispersão gaussiana destes dados foi 

considerado o tamanho médio das nanopartículas. A avaliação do tamanho médio das 

NPM foi realizado somente nas imagens de MET pois estas imagens apresentam a 

menor distorção do objeto avaliado, em comparação com as outras técnicas de análise 

microscópica.  

 

3.2.2 Microscopia Eletrônica de Transmissão de Alta Resolução – HRTEM 

Para a caracterização em Microscopia Eletrônica de Transmissão de Alta 

Resolução, foram espalhados 10µL da solução contendo as NPM-citrato em telinhas de 

cobre de 400 mesh para alta resolução (ultrathin carbon film supported by a lacey 

carbon film grid, Ted Pella, Inc) e deixadas secar overnight dentro de placas de Petri. 

As análises foram feitas em Microscópio Eletrônico de Transmissão de Alta Resolução 

a 200 KV (JEOL 2100 F).  
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3.2.3 Microscopia Eletrônica de Varredura - MEV 

 

Para a caracterização em Microscopia Eletrônica de Varredura, foram 

espalhados 30µL da solução contendo as NPM-citrato sobre suporte metálico de 

amostras para Microscopia Eletrônica de Varredura (stub), previamente limpo e com a 

superfície polida. Em seguida, o suporte contendo a amostra foi mantido em placa de 

Petri com sílica ativada, overnight, sob temperatura ambiente, para a secagem do 

material. Após o processo de secagem, as NPM-citrato foram recobertas com 5nm de 

ouro e então visualizadas em Microscópio Eletrônico de Varredura a 5KV (Quanta FEG 

450, FEI). 

 

3.2.4 Microscopia de Varredura por Sonda/Força Atômica (AFM) 

 

 Para a caracterização em Microscopia de Varredura por Sonda, foram 

depositadas em mica, coberta ou não com poli-L-lisina, 15μL da solução contendo as 

NPM-citrato e deixada secar overnight à temperatura ambiente dentro de uma placa de 

Petri ou em um dessecador antes da realização das análises. As amostras foram 

analisadas no Microscópio de Força Atômica Multimode 8 (Bruker Corporation), no 

modo tapping (ponteiras em 3 N/m, a 75 kHz). 

 

3.3 Ensaio de estabilidade das NPM-citrato 

 

 A fim de determinar a estabilidade do tamanho e da carga de superfície das 

NPM-citrato em meio aquoso, foram realizadas medições periódicas do seu diâmetro 

hidrodinâmico e potencial zeta. Alíquotas das NPM-citrato (9,5mgFe/mL) foram 

mantidas à 4 ºC, à temperatura ambiente (TA) e à 37 ºC em microtubos esterilizados 

durante 12 meses. Cada uma das amostras foi diluída em água deionizada (1:50) e em 

tampão PBS (1:50) e as medições do diâmetro hidrodinâmico e do potencial zeta das 

NPM-citrato foram realizadas a cada 30 dias durante seis meses após a síntese e mais 

uma medição 12 meses após a síntese. O diâmetro hidrodinâmico foi determinado por 

meio de espalhamento dinâmico de luz e o potencial zeta por mobilidade eletroforética 

no aparelho ZetaSizer (Nano ZS, Malvern Instruments Ltd., UK). As medições foram 



37 

 

realizadas em triplicata e os dados referentes ao diâmetro hidrodinâmico foram 

realizados em ângulo de medição de 90º e são apresentados por dispersão numérica.  

 

3.4 Cultivo celular 

 As células MCF-7 (ATCC® HTB-22™) e MCF-10A (ATCC®CRL-10317™) 

foram gentilmente doadas pela profa. Dra. Maria Mitzi Brentani (Universidade de São 

Paulo - USP). As células MCF-7 foram cultivadas em meio GIBCO® Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com uma concentração final de 10% 

de soro fetal bovino (GIBCO) e 1% de solução de antibióticos penicilina/estreptomicina 

(GIBCO). As células MCF-10A foram cultivadas em meio GIBCO® Dulbecco's 

Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F12 (DMEM-F12) suplementado com uma 

concentração final de 5% de soro de cavalo (GIBCO), 20ng/mL de fator de crescimento 

epidermal (SIGMA), 0,5µg/mL de hidrocortisona (SIGMA), 100ng/mL de toxina 

colérica (SIGMA), 10µg/mL de insulina humana (SIGMA) e 1% de solução de 

antibióticos penicilina/estreptomicina (GIBCO). Os cultivos foram mantidos em 

incubadora com atmosfera umidificada à 37 ºC e com 5% de CO2. Durante os 

experimentos, as exposições às NPM-citrato foram realizadas em células entre a terceira 

e a quinta passagem e a confluência dos cultivos variaram entre 60%-95%. Para garantir 

o número de passagens ao longo período de estudo, alíquotas de células foram 

produzidas e mantidas em tanque de nitrogênio líquido.  

 

3.5 Perfil citotóxico/citostático das NPM-citrato 

 

 A fim de determinar o perfil citotóxico/citostático das NPM-citrato e detectar as 

concentrações sub-letais IC-10 e IC-20, foram realizados dois ensaios independentes: a 

exclusão de viabilidade por contagem de células coradas com Azul Tripan e o ensaio de 

citotoxicidade pela detecção da Lactato Desidrogenase (LDH). 

 

3.5.1 Perfil de viabilidade celular por coloração com Azul Tripan   

 

 O corante vital Azul Tripan permite a exclusão de viabilidade celular, pois 

atravessa e deposita-se apenas no citoplasma de células com membranas plasmáticas 
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não-íntegras, enquanto não atravessa células com membranas plasmáticas íntegras. 

Dessa forma, podem-se distinguir células mortas (coradas em azul) de células vivas 

(não coradas). Foi adotado o protocolo utilizado por Reich-Slotky et al (2008), com 

modificações. Primeiramente, 50.000 células MCF-7 e MCF-10A foram semeadas em 

placas de poliestireno de 12 poços e mantidas em incubadora à 37 ºC e com 5% de CO2 

durante 24h. Depois, as células foram expostas à uma solução de meio de cultivo 

contendo NPM-citrato por mais 24h, com as seguintes concentrações finais de ferro: 10, 

30, 60, 100, 300, 600 e 900µg/mL. Para o controle, que representa 100% de viabilidade, 

as células foram incubadas com uma solução de meio de cultivo e tampão PBS também 

por 24h. A razão entre o volume de meio de cultivo em relação ao volume de tratamento 

foi igual em todas as condições. Após a incubação, o sobrenadante foi coletado em 

tubos cônicos de 15mL e as células foram soltas do fundo dos poços mediante solução 

de tripsina-EDTA (GIBCO) por 5min à 37 ºC. As suspensões de células foram 

adicionadas aos seus respectivos sobrenadantes para inativação da tripsina-EDTA e 

centrifugadas à 1000 RPM por 3min. Para garantir que todas as células foram coletadas, 

todas os poços foram visualizados cuidadosamente em microscópio invertido e 

recoletadas, quando necessário. O sobrenadante foi descartado e as células foram 

ressuspensas em 1mL de meio de cultivo. Uma alíquota de 10µL dessa suspensão foi 

coletada e homogeneizada com 40µL de solução de Azul Tripan à 0,4% (Merck). Dessa 

solução, 10µL foram aplicados em hematocitômetro (GIBCO) com auxílio de lamínula, 

permitindo a contagem de células viáveis e não-viáveis. Este experimento foi realizado 

em dois ensaios independentes em triplicata (N=6). 

 

3.5.1.2 Análise Estatística 

 

 Para estimar a quantidade de células por amostra, o número médio de células 

contadas por quadrante foi multiplicado por 50000. Para cada grupo experimental 

(controle; tratamento 30µg/mL; tratamento 60µg/mL) a média aritmética das contagens 

foi obtida e avaliadas em uma dispersão entre a viabilidade celular e a concentração de 

NPM-citrato. Para a determinação do índice de citotoxicidade (IC10 e IC20), uma 

regressão não linear entre o percentual de redução da viabilidade celular e a 

concentração logarítmica das NPM-citrato foi obtida no Software GraphPrism™. A 
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interpolação da regressão não linear no gráfico permite a obtenção dos valores de IC10 

e IC20.   

 

3.5.2 Ensaio de detecção da lactato desidrogenase (LDH) 

 

 A lactato desidrogenase é uma enzima citosólica estável, que catalisa a 

interconversão de lactato e piruvato, e só é liberada no meio extracelular mediante lise 

da membrana plasmática. O ensaio de detecção da atividade de lactato desidrogenase, 

baseia-se no princípio que esta enzima, quando liberada no sobrenadante do cultivo 

pelas células mortas, promove a conversão do sal de tetrazólio em cristais de formazan 

vermelhos, que podem ser detectados por absorbância em espectrofotômetro 

(Mahmoudi et al, 2012). Este ensaio foi escolhido, pois apresentou baixa interferência 

com as NPM-citrato e, por avaliar a integridade da membrana plasmática após os 

tratamentos, permitiu confirmar os dados obtidos pela coloração com Azul Tripan e 

determinar se o efeito das NPM-citrato é citotóxico ou citostático. Para a realização do 

experimento, foram semeadas 10.000 células MCF-7 e MCF-10A em placas de 

poliestireno de 96 poços e mantidas em incubadora à 37 ºC e com 5% de CO2 durante 

24h. Depois, as células foram expostas à uma solução de meio de cultivo contendo 

NPM-citrato por mais 24h, nas mesmas concentrações finais de ferro descritas na seção 

3.5.1.1. Para os controles negativo (100% de viabilidade) e positivo (0% de 

viabilidade), as células foram incubadas com uma solução de meio de cultivo e tampão 

PBS também por 24h. A razão entre o volume de meio de cultivo em relação ao volume 

de tratamento foi igual em todas as condições. Após a incubação, foi realizado o teste 

colorimétrico de detecção da lactato desidrogenase (LDH) de acordo com as instruções 

do fabricante (Cytotox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, Promega). 

Primeiramente, as placas foram centrifugadas à 250g por 4min e 40µL do sobrenadante 

dos tratamentos e do controle negativo foram transferidos para outra placa de 

poliestireno de 96 poços. As células do controle positivo foram lisadas utilizando-se 

20µL da solução de lise do kit e incubadas por 1h à 37 ºC. A lise completa das células 

foi verificada em microscópio invertido e 40µL do sobrenadante do controle positivo 

também foram coletados. Em seguida, 40µL do substrato da LDH foram adicionados 

aos poços e a reação foi incubada por 30min à temperatura ambiente ao abrigo da luz. 

Depois, foram adicionados 40µL do tampão de parada e a absorbância do comprimento 
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de onda de 490nm foi detectada pelo espectrofotômetro SpectraMax M2 (Molecular 

Devices, USA). Para realizar o cálculo da porcentagem de LDH liberado pelas células, a 

densidade óptica (OD) dos controles e dos tratados foi subtraída dos seus respectivos 

brancos (NPM-citrato em diferentes concentrações sem a presença de células). A OD 

dos tratados foi então subtraída da média do controle negativo e depois dividida pela 

média do controle positivo. Este experimento foi realizado em dois ensaios 

independentes em triplicata (N=6).  

 

3.6 Desenho experimental - ensaios de avaliação epigenética (seções 3.7-3.11)  

 

 A fim de detectar as alterações epigenéticas que ocorrem após a cessão do 

estímulo promovido pela exposição das células às NPM-citrato, os experimentos 

descritos nas seções 3.7-3.11 foram realizados conforme ilustrado a seguir (Fig. 3.1). 

Primeiramente as células foram semeadas e mantidas em incubadora a 37 ºC e com 5% 

de CO2 durante 24h. Esse processo é apresentado nos gráficos como -48h. Depois, as 

células foram expostas à uma solução de meio de cultivo contendo PBS (controle) ou 

NPM-citrato com as concentrações finais de ferro 30 e 60µg/mL por mais 24h. Essas 

concentrações foram escolhidas, pois são valores próximos aos IC10 e IC20 de MCF-7 

e MCF-10A, conforme descrito na seção Resultados. Esse processo é apresentado nos 

gráficos como -24h. A razão entre o volume de meio de cultivo em relação ao volume 

de tratamento foi igual em todas as condições. Após a incubação, o sobrenadante foi 

descartado, as células foram lavadas com tampão PBS duas vezes para remover o 

excesso de NPM-citrato e foi adicionado novo meio de cultivo. As células foram então 

analisadas imediatamente (0h) após ou 24, 48, 72 e 96h após a substituição do 

tratamento pelo meio de cultivo (0, 24, 48, 72 e 96, respectivamente). 
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Figura 3.1. Desenho experimental dos ensaios das seções 3.7-3.10. As células foram 

semeadas (1) e tratadas com meio de cultivo contendo PBS (2a), NPM-citrato 

30µgFe/mL (2b) ou NPM-citrato 60µgFe/mL (2c). Os tratamentos foram substituídos 

por meio de cultivo (3) e as células foram analisadas 0h, 24h, 48h, 72h e 96h após a 

remoção dos tratamentos (0, 24, 48, 72 e 96). 

 

3.7 Dinâmica de proliferação celular 
 

 A detecção automatizada do índice de biomassa celular (índice celular) em 

tempo real foi realizada por meio de impedância eletrônica no sistema xCELLigence™ 

(Roche/ACEA) e a dinâmica de proliferação foi analisada no software RTCA 

(Roche/ACEA). Aproximadamente 5000 células MCF-7 e MCF-10A foram semeadas 

em placas E-Plate16 (Roche/ACEA) e mantidas por 30min no fluxo laminar para a 

decantação das células. Primeiramente, a proliferação celular foi analisada durante 24h 

sem a exposição às NPM-citrato. Em seguida, o sistema de detecção foi interrompido e 

as células foram expostas às NPM-citrato (30 e 60µgFe/mL) por 24h. O sistema foi 

interrompido novamente e a solução de NPM-citrato foi removida, os poços foram 

lavados com tampão PBS, foi adicionado 200µL de meio de cultivo e a dinâmica de 

proliferação foi analisada por mais 96h. Os dados de proliferação celular são 
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apresentados de acordo com o tempo em função do índice celular, que é uma medida 

arbitrária e indica quantidade e espalhamento de células no fundo dos poços. Também 

foram realizadas análises de tempo de duplicação celular e IC50 tempo-dependente no 

software RTCA (Roche/ACEA). Este experimento foi realizado em triplicata em dois 

experimentos independentes (N=6). 

 

3.7.1 Análise Estatística 
 

 A análise estatística do tempo de duplicação celular foi realizada de duas 

maneiras: (1) em intervalos de 24h e (2) durante todo o período do experimento. Para 

(1) foram procedidas análises de variância de dois fatores entre os dados de tempo de 

duplicação celular obtidos (ANOVA two-way com pós-teste Tukey). Os intervalos de 

confiança nesta análise foi de 95%, com p=0,05. Para (2) foi calculada a área sob a 

curva, no software GraphPrism™. 

   

 

3.8 Detecção de ferro intracelular  

 

 Para determinar o perfil de interiorização das NPM-citrato nas células e se estas 

eram identificadas no ambiente intracelular durante todo o experimento, foi realizado o 

ensaio de detecção de ferro por meio da reação do Azul da Prússia. Aproximadamente 

1.000 células MCF-7 e MCF-10A foram semeadas em placas de 6 poços sobre 

lamínulas autoclavadas e procedeu-se conforme descrito na seção 3.6. As células 

tratadas e não tratadas foram fixadas em metanol gelado por 3min. O fixador foi então 

removido e as lamínulas foram deixadas para secar em temperatura ambiente. A solução 

recém preparada de ferrocianeto de potássio 4% e ácido clorídrico 4% em proporção 1:1 

foi adicionada por 15min. As lamínulas foram lavadas duas vezes com água deionizada 

e o corante de contraste vermelho neutro 0,5% foi adicionado por 2min. As células 

foram novamente lavadas duas vezes com água deionizada, deixadas secar à 

temperatura ambiente e as lamínulas foram montadas em lâminas com verniz vitral. 

Este experimento foi realizado em dois ensaios independentes em duplicata (N=4). 
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3.9 Análise ultraestrutural em Microscopia Eletrônica de Transmissão 

(MET) de células MCF-7 tratadas com NPM-citrato 
 

 Para confirmar a interiorização das NPM-citrato pelas células MCF-7 e 

identificar sua sublocalização celular foi realizada a microscopia eletrônica de 

transmissão (Jeol, JEM-2100) na Universidade Federal do Goiás (UFG). Foram 

semeadas 10
6
 células MCF 7 em garrafas de cultivo de 25cm

2
 e submetidas à estratégia 

descrita em 3.6 (tratamento: 60µgFe/mL; tempo: 48h). As células foram tripsinizadas, 

lavadas 2X com PBS aquecido (37 ºC) para retirar o meio de cultivo e fixadas em 

fixador Karnovski 0,1M por 24h à 4 ºC. Depois foram lavadas com tampão cacodilato 

de sódio (CaCo) 0,1M 2X por 10min. As células foram pós-fixadas com ferrocianeto de 

potássio e tetróxido de ósmio (1:1) por 30min ao abrigo da luz. A amostra foi lavada 

novamente 2X com CaCo e 1X com água destilada. As células foram desidratadas em 

concentrações crescentes de acetona (50%, 70%, 90% e 2X 100%) por 10min em cada 

concentração. Posteriormente, foi realizada a infiltração da resina Spurr (Sigma) em 

concentrações crescentes de resina e decrescentes de acetona (2:1; 1:1; 1:2; 2X resina 

pura) durante 24h cada uma das trocas. A amostra foi então mantida à 65 ºC por 72h. A 

amostra, uma vez incluída no bloco de resina, foi cortada (cortes semi-finos e ultra-

finos) em ultramicrótomo (Leica EM UC7, Leica Microsystems) e analisada em MET. 

 

3.10 Perfil de metilação global de DNA de células MCF-7 e MCF-10A 

tratadas com NPM-citrato 
  

 A fim de detectar a cinética de metilação global de DNA após a cessão da 

exposição das células às NPM-citrato, foi realizado o ensaio de quantificação de 

metilação de DNA por meio do kit MethylFlash™ (Epigentek), segundo as orientações 

do fabricante. Primeiramente, 50.000 células MCF-7 e MCF-10A foram semeadas em 

placas de poliestireno de 12 poços e procedeu-se conforme descrito na seção 3.6. O 

DNA genômico das células foi extraído por meio do reagente DNAzol (Invitrogen) de 

acordo com as orientações do fabricante. Após a incubação, o meio de cultivo foi 

removido e foram adicionados 500µL de DNAzol diretamente nos poços à temperatura 

ambiente. Procedeu-se então a homogeneização cuidadosa para lisar as células e para 

que os sais de guanidina interagissem com o DNA, facilitando sua precipitação. O 

lisado celular foi coletado em microtubos de 1,5mL e foram adicionados 250µL de 
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etanol 100% gelado. A reação foi homogeneizada por inversão até a visualização do 

precipitado e incubada por 3min à temperatura ambiente. As amostras foram 

centrifugadas à 4000g por 2min à 4 ºC e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, 

o pellet de DNA foi lavado duas vezes, através da adição de 1mL de etanol 70% gelado 

e centrifugação à 4000g por 2min à 4 ºC. O sobrenadante foi descartado e as amostras 

foram deixadas para secar por 10min com os microtubos abertos à temperatura 

ambiente. O DNA foi ressuspendido em 30µL de água deionizada. As amostras foram 

quantificadas por meio de espectrofotometria no NanoDrop (Thermo) e uma alíquota de 

cada amostra foi ajustada para 50ng/µL. Para a detecção de metilação global de DNA, 

foram aplicados 80µL da solução de ligação e 2µL das amostras, 1µL do controle 

negativo e 1µL dos controles positivos nos poços da placa de 96 poços com alta 

afinidade por DNA. Foram utilizados 5 controles positivos (0,5;1,0;2,0;5,0;10,0ng/µL) 

para a construção da curva padrão. Os poços foram selados com Parafilm M e incubadas 

à 37 ºC por 90min. A solução foi então descartada e os poços foram lavados com 

tampão de lavagem por três vezes. Foram adicionados 50µL do anticorpo de captura 

(1:1000), que foi incubado por 1h à temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

descartado e os poços foram lavados com tampão de lavagem por três vezes. Em 

seguida, foram adicionados 50µL do anticorpo de detecção (1:2000), que foi incubado 

por 30min à temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e os poços foram 

lavados com tampão de lavagem por quatro vezes. Foram adicionados 50µL da solução 

de amplificação de sinal (1:5000), que foi incubada por 30min à temperatura ambiente. 

O sobrenadante foi descartado e os poços foram lavados com tampão de lavagem por 

cinco vezes. Para detectar o sinal da metilação global de DNA, foram adicionados 

100µL da solução de desenvolvimento, que foi incubada por 10min à temperatura 

ambiente ao abrigo da luz. Posteriormente, foram adicionados 100µL de solução de 

parada e as amostras foram transferidas para uma placa de 96 poços de poliestireno para 

a leitura da absorbância (450nm) em espectrofotômetro SpectraMax M2 (Molecular 

Devices, USA). Este experimento foi realizado em dois ensaios independentes em 

triplicata (N=6). 
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3.10.1 Análise Estatística 
  

 Para determinar a quantidade de DNA metilado no genoma em porcentagem, 

primeiramente foi construída uma curva padrão com os valores de densidade óptica 

(OD) e a concentração definida dos controles positivos. Posteriormente foi determinado 

a inclinação da curva a partir da regressão linear por meio do software Microsoft Excel. 

Depois, as ODs das amostras foram subtraídas da média da OD do controle negativo e 

divididas pelo valor da inclinação da curva multiplicado por 2. Os valores já se 

encontravam em porcentagem, pois foram adicionados em cada poço 100ng de DNA. 

Os gráficos relativos à metilação global foram analisados de duas formas: (1) agrupados 

em função do tempo de observação, onde foram procedidas análises de variância de dois 

fatores entre os dados de metilação obtidos (ANOVA two-way com pós-teste Tukey); e 

(2) análises de regressão linear entre as concentrações de NPM utilizadas e a metilação 

observada, onde foram calculados os dados de correlação de Pearson entre estas duas 

variáveis (concentração de NPM-citrato e metilação global). Os intervalos de confiança 

nestas análises foram de 95%, com p=0,05.   

 

3.11 Análise do acúmulo de transcritos correspondentes aos genes de DNA 

metiltransferases 

 
 Após a cessão da exposição das NPM-citrato às células, foram semeadas 

200.000 células em placas de poliestireno de 6 poços e procedeu-se conforme descrito 

na seção 3.6. O RNA total das células foi extraído por meio do kit de extração de RNA 

Illustra RNAspin Mini (GE Healthcare), segundo as orientações do fabricante. As 

células MCF 7 foram coletadas por meio de tripsinização e centrifugadas por 3min à 

1000 RPM. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado ao pellet 350µL de tampão 

de lise e 3,5µL de β-mercaptoetanol. As amostras foram homogeneizadas e filtradas em 

colunas de filtragem, por meio de centrifugação à 11000g por 1min. A solução foi 

transferida para microtubos de 1,5mL livres de RNAse e foram adicionados 350µL de 

etanol 70% gelado e homogeneizado 2 vezes por 5seg. As amostras foram então 

aplicadas em colunas de sílica e centrifugadas por 30seg a 8000g. O fluido foi 

descartado e foram adicionados 350µL de tampão de dessalinização diretamente nas 

colunas, que foram centrifugadas à 11000g por 1min. O fluido foi descartado e as 

amostras foram tratadas com 95µL de solução contendo DNAse e incubadas por 20min 
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à temperatura ambiente. Posteriormente, 200µL de tampão de inativação da DNAse 

foram adicionados às colunas, que foram centrifugadas à 11000g por 1min. Depois, as 

colunas foram lavadas duas vezes com tampão de lavagem (600µL + 250µL) e 

centrifugadas à 11000g por 2min. As colunas foram transferidas para microtubos de 

1,5mL livres de RNAse e as amostras foram eluídas em 40µL de água deionizada livre 

de nucleases e armazenadas à -80 ºC. As amostras de RNA foram quantificadas por 

espectrofotometria em NanoDrop (Thermo) e suas integridades foram avaliadas por 

eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE 1X em condições livres de RNAse. 

Para a obtenção dos cDNAs, as reações de transcrição reversa foram empregadas 

utilizando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), 

de acordo com orientações do fabricante. Para isso, 10µL do 2X RT Master Mix (2,0µL 

de 10X RT Buffer; 0,8µL de 25X dNTP Mix; 2,0µL 10X RT Random primers; 1,0µL 

de MultiScribe™ Reverse Transcriptase; 1,0µL de RNAse Inhibitor; 3,2µL de água 

livre de nuclease) foram adicionados em cada uma das amostras de RNA total (1µg de 

RNA em 10µL de água). A reação de transcrição reversa foi realizada em termociclador 

Veriti® (Applied Biosystems) sob as seguintes condições: 10min à 25 ºC; 120min à 37 

ºC; 5min à 85 ºC. As amostras foram diluídas em proporção 1:4 (20µL de RNA + 60µL 

de água livre de nuclease) e armazenadas à -20 ºC. Os cDNAs resultantes foram 

utilizados como molde para amplificação dos genes de interesse. A quantificação dos 

RNAs mensageiros presentes nas diferentes condições de tratamento foi analisada por 

meio da técnica de PCR em Tempo Real, empregando-se o kit SYBR® Green Master 

Mix (Applied Biosystems). Para isso, 2µL dos cDNAs; 5µL do SYBR® Green Master 

Mix; 0,2µL do primer forward (10µM); 0,2µL do primer reverse (10µM) e 2,6µL de 

água foram aplicados por poço em placas de 96 poços MicroAmp® Fast Optical 

(Applied Biosystems). As reações de PCR quantitativo foram realizadas no 

equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) sob as seguintes 

condições: 50 ºC por 20seg; 95 ºC por 10min; 40 ciclos de 95 ºC por 15seg e 60 ºC por 

1min; 95 ºC por 15seg, 60 ºC por 1min; 95 ºC por 30seg e 60 ºC por 15seg. Antes das 

reações de quantificação da expressão gênica, foi realizada a curva de eficiência dos 

primers, onde foi identificado que o GAPDH poderia ser usado como controle 

endógeno, pois seus valores de Ct (Cycle Threshold) não variaram significativamente 

entre as amostras. Os iniciadores foram obtidos da empresa Eurofins e suas sequências 

estão ilustradas na tabela 1.  
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Tabela 1. Sequência e tamanho do amplicon dos iniciadores de polimerização para os 

genes DNMT1, DNMT3a, DNMT3b e GAPDH (Retirados de Logan et al, 2013). 

Nome Direto Reverso Amplicon 

DNMT1 GGTTCTTCCTCCTGGAGAATGTC GGGCCACGCCGTACTG 141pb 

DNMT3a CAATGACCTCTCCATCGTCAAC CATGCAGGAGGCGGTAGAA 89pb 

DNMT3b CCATGAAGGTTGGCGACA A TGGCATCAATCATCACTGGATT 69pb 

GAPDH AGAAGGCTGGGGCTCATTTG AGGGGCCATCCACAGTCTTC 258pb 

 

 

3.11.1 Análise Estatística 
  

 Para analisar os dados de acúmulo de RNAs mensageiros foi utilizado o método 

do 2
-ΔΔct

 (Schmittgen & Livak, 2001). Os valores de quantificação relativa (RQ), 

quantificação relativa mínima (RQmin) e quantificação relativa máxima (RQmax) de 

cada uma das amostras dos dois experimentos independentes foi coletado. Foi realizada 

uma normalização entre as amostras de cada um dos tempos e seus respectivos 

controles, sendo que dessa forma, cada um dos controles dos diferentes tempos possuem 

quantificação relativa igual a 1 (RQ=1). O desvio padrão é dado de acordo com os 

valores de RQ, RQmin e RQmax. Os dados de acúmulo de transcritos foram analisados 

em função do tempo de observação, onde foram procedidas análises de variância de dois 

fatores entre os dados de metilação obtidos (ANOVA two-way com pós-teste Tukey). 

Os intervalos de confiança nestas análises foram de 95%, com p=0,05. Foram realizados 

2 experimentos independentes cada um em triplicata (n=6). 
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4. RESULTADOS  
 

4.1 Caracterização nanoscópica das NPM-citrato 
 

 Para determinar as características nanoscópicas das NPM-citrato, foram 

utilizadas as microscopias de transmissão convencional (MET), de transmissão de alta 

resolução (HRTEM), de varredura (MEV) e de força atômica (AFM). As 

fotomicrografias mostram que as NPM-citrato apresentaram morfologia esférica com 

superfície irregular (4.1 A,C e 4.1) e 10nm de diâmetro em média (Fig. 4.1 B). Na 

figura 4.3 pode-se observar a estrutura cristalina das NPM, evidenciando os planos 

paralelos de organização dos óxidos de ferro nas nanoestruturas. A estabilidade das 

NPM-citrato em fluidos em função do tempo e da temperatura foi realizada por meio de 

análises de diâmetro hidrodinâmico, potencial zeta e índice de polidispersão em meio 

aquoso (água e PBS). Esses estudos foram realizados durante 12 meses e alíquotas de 

NPM-citrato foram mantidas a 4 ºC, à temperatura ambiente (TA) e a 37 ºC. Não foi 

possível avaliar os parâmetros de tamanho, carga e homogeneidade da amostra mantida 

a 37 ºC 360 dias após a síntese, pois seu conteúdo aquoso havia evaporado. Quanto ao 

tamanho, as NPM-citrato apresentaram diâmetro hidrodinâmico entre ≈30nm e ≈60nm 

tanto em água quanto em PBS, com variação mínima quando mantidas a 4 ºC e 

dispersas em PBS (16,225nm) e variação máxima quando mantidas a 37 ºC e dispersas 

em água (31,91nm), conforme mostra a figura 4.4 (A e B). Quanto ao potencial zeta, as 

NPM-citrato apresentaram potencial zeta de ≈-40mV em água e ≈-25mV em PBS, com 

variação mínima quando mantidas a 37 ºC e dispersas em PBS (|1,83|mV) e variação 

máxima quando mantidas à temperatura ambiente e dispersas em água (|12,66|mV), 

conforme mostra a figura 4.4 (C e D). Quanto à homogeneidade do fluido magnético, as 

NPM-citrato apresentaram índice de polidispersão ≤ 0,3 tanto em água quanto em PBS, 

com variação mínima quando mantidas a 37 ºC e dispersas em PBS (0,009) e variação 

máxima quando mantidas a 37 ºC e dispersas em água (0,029), conforme mostra a 

figura 4.4 (E e F).  
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Figura 4.1. Caracterização das nanopartículas de maghemita funcionalizadas com 

citrato. A. Eletromicrografia de Transmissão. Barra de escala: 200nm. B. Histograma do 

diâmetro de 1000 nanopartículas contadas, com média de 10nm. C. Eletromicrografia de 

Varredura. Barra de escala: 500nm. D. Modelo da organização da cobertura de citrato 

na superfície das nanopartículas de maghemita, evidenciando os grupamentos carboxila, 

de acordo com (Cheraghipour et al, 2012).   
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Figura 4.2. Fotomicrografia obtida por microscópio de força atômica das nanopartículas 

de maghemita funcionalizadas com citrato. A superfície das NPM-citrato apresenta 

morfologia esférica com irregularidades. Barra de escala: 307,6nm. 

 

 

 

Figura 4.3. Eletromicrografia de Transmissão de Alta Resolução das nanopartículas de 

maghemita funcionalizadas com citrato. O círculo vermelho evidencia o núcleo de uma 

nanopartícula de maghemita. É possível visualizar a estrutura cristalina característica de 

óxidos de ferro. A seta indica a cobertura de citrato. Barra de escala: 5nm. 
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Figura 4.4. Análise de estabilidade das nanopartículas de maghemita funcionalizadas 

com citrato ao longo de 360 dias após a síntese. As amostras foram mantidas em 4 ºC, 

temperatura ambiente ou 37 ºC e foram realizadas as medições de diâmetro 

hidrodinâmico em água (A) e em PBS (B), potencial zeta em água (C) e em PBS (D) e 

índice de polidispersão em água (E) e em PBS (F).  
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4.2 Perfil citotóxico/citostático das NPM-citrato 
 

 Para determinar as concentrações de NPM-citrato que causavam redução na 

viabilidade celular e/ou inibição da proliferação das células MCF-7 e MCF-10A em 

10% e 20% (IC10 e IC20), foi realizado o ensaio de exclusão de viabilidade por meio de 

contagem de células coradas com Azul Tripan. As células expostas a diferentes 

concentrações de NPM-citrato foram avaliadas e assim foi possível construir a curva de 

viabilidade celular.    

 A Figura 4.5 mostra que o número absoluto de células MCF-7 e MCF-10A vivas 

após 24h de exposição às NPM-citrato reduziu conforme se aumentava a concentração 

de NPM-citrato no meio de cultivo (10-600µgFe/mL). Esses dados permitiram construir 

uma curva de viabilidade (Fig. 4.6) e assim foram determinadas as IC10 de MCF-7 

(27,85µgFe/mL) e de MCF-10A (20,44µgFe/mL) e as IC20 de MCF-7 (56,88µgFe/mL) 

e de MCF-10A (58,73µgFe/mL). Essas concentrações sub-letais foram escolhidas para 

análise, pois sabe-se que altas concentrações de ferro induzem a formação de espécies 

reativas de oxigênio (ERO), que por sua vez induzem hipometilação global (Franco et 

al, 2008). Para evitar que o efeito induzido pelas ERO mascarasse o efeito induzido 

pelas NPMs, foram escolhidas as concentrações IC10 e IC20. As células MCF-7 e 

MCF-10A mortas também foram contadas, porém não foi detectado aumento em seu 

número de forma concentração-dependente, como o esperado com base na contagem de 

células vivas, por se tratar de um sistema fechado (Fig. 4.5). Este fato poderia indicar 

um dos fenômenos biológicos descritos a seguir: as NPM-citrato induziam a morte 

celular imediata, mas as células mortas não poderiam ser identificadas ao microscópio, 

pois as membranas plasmáticas foram rompidas ou as NPM-citrato induziam um retardo 

no ciclo celular durante as 24h de sua exposição, o que explicaria a diminuição na curva 

de viabilidade de forma concentração-dependente e o baixo e constante número de 

células mortas detectada no ensaio. Por isso, foi adotado o método de avaliação de 

morte celular por rompimento da membrana plasmática, por meio da detecção da 

atividade da lactato desidrogenase presente no meio extracelular. A figura 4.7 mostra 

que as NPM-citrato não induziram morte celular em proporções significativas em 

nenhuma das concentrações testadas, tanto em MCF-7 quanto em MCF-10A. Esses 

resultados sugerem um efeito citostático em MCF-7 e MCF-10A das NPM-citrato em 

24h de exposição.   
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Figura 4.5. Contagem de células com auxílio do corante azul Tripan. As células foram 

tratadas com NPM-citrato (10-600µgFe/mL) por 24h e as células vivas e mortas foram 

contadas em hematocitômetro. Há uma diminuição no número de células vivas (MCF-7 

e MCF-10A) de maneira concentração-dependente, mas não foi observado aumento 

significativo do número de células mortas em nenhum dos tipos celulares analisados.   
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Figura 4.6. Curva de viabilidade celular após tratamento com NPM-citrato (10-

600µgFe/mL) por 24h. Foi realizada a transformação logarítmica após a normalização 

dos dados da figura 4.5 para obtenção das IC10 e IC20 em MCF-7 e MCF-10A.  
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Figura 4.7. Ensaio de citotoxicidade por detecção da enzima Lactato Desidrogenase 

(LDH). As células MCF-7 e MCF-10A foram expostas às NPM-citrato (10-

600µgFe/mL) durante 24h e a enzima LDH do sobrenadante das células foi quantificada 

por ensaio colorimétrico. Não foi observada citotoxicidade por rompimento da 

membrana plasmática em nenhuma das concentrações testadas.   

 

4.3 Perfil de proliferação das células MCF-7 e MCF-10A 
 

Antes dos ensaios de investigação epigenética foi realizado um estudo da 

dinâmica de proliferação celular durante as três fases da estratégia experimental: antes 

da exposição às NPM-citrato, durante a exposição e após a cessão da exposição. Esse 

estudo foi realizado para identificar se as NPM-citrato interferem no proliferação celular 

mesmo após sua remoção. Com base nas IC10 e IC20 das células MCF-7 e MCF-10A, 

descritas na seção anterior, expôs-se as células a 30µgFe/mL e 60µgFe/mL e essas 

concentrações também foram adotadas para os próximos experimentos. A Figura 4.8 

mostra que os perfis de proliferação celular de MCF-7 e MCF-10A em função do 

tempo. Durante o período de adaptação celular (-48h a -24h; Fig. 3.1), durante o qual 

não houve exposição de NPM-citrato, as células MCF-7 e MCF-10A apresentaram 

dinâmica de crescimento celular semelhante. Durante o período de tratamento (-24h a 

0h; Fig. 3.1), as NPM-citrato inibiram a proliferação celular, tanto das MCF-7 quanto 

das MCF-10A, corroborando os dados obtidos nos experimentos descritos na seção 4.2. 

Após o período de tratamento, a solução de meio de cultivo contendo NPM-citrato foi 

cuidadosamente substituída por meio de cultivo, mas ainda assim esse processo refletiu 

em uma perda de células, evidenciado pela perturbação no índice celular no tempo 0h 
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(Fig. 4.8). Após a cessão da exposição das NPM-citrato, as células apresentaram 

diferentes perfis de proliferação. A taxa de proliferação das células MCF-7 foi crescente 

e constante, tanto no controle quanto nos tratados e a taxa de proliferação das células 

MCF-10A foi crescente até 24h no controle e no tratado com 30µgFe/mL e até 48h no 

tratado com 60µgFe/mL. Depois desses tempos, a taxa de proliferação das células 

MCF-10A decresceu, indicando morte celular. Além disso, pode-se verificar que as 

células MCF-7 expostas às NPM-citrato, mesmo após a substituição da solução de 

tratamento por meio de cultivo, apresentaram aumento na proliferação em relação ao 

controle, de forma concentração-dependente. A fim de confirmar esse fenômeno, foi 

analisado o tempo de duplicação celular por meio do software Real Time Cell Analyzer 

- RTCA (Roche). Posteriormente foi realizada uma análise do IC50 tempo-dependente 

após a cessão da exposição de NPM-citrato, que sugere que as células MCF-7 se 

tornaram mais resistentes após a retirada do tratamento. A figura 4.10 mostra que o 

IC50 tempo-dependente obteve seu máximo ponto aproximadamente 72h após a retirada 

do tratamento (72h). O IC50 é definido como a concentração de uma substância que 

inibe a proliferação celular in vitro em 50%. O aumento do IC50 em 72h indica que são 

necessárias mais NPM-citrato para inibir o crescimento celular. Não foi possível realizar 

as análises de tempo de duplicação e de IC50 tempo-dependente em células MCF 10A, 

devido ao perfil de proliferação dessas células.  
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Figura 4.8. Análise da dinâmica de proliferação de células MCF-7 (A) e MCF-10A (B) 

segundo a estratégia descrita na seção 3.6. Entre -48h e -24h o perfil de proliferação das 

células MCF-7 e MCF-10A é semelhante. Entre -24h e 0h percebe-se que as NPM-

citrato inibem o crescimento das células MCF-7 e MCF-10A. Após 0h as células MCF-

7 tratadas exibem taxa de proliferação maior que as células não tratadas (controle), 

enquanto as MCF-10A entram em processo de morte celular. 
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Figura 4.9. Tempo de duplicação de células MCF-7 segundo a estratégia descrita na 

seção 3.6. (A) Comparação do tempo de duplicação celular entre os tratados e o controle 

em intervalos de 24h. A diferença estatística foi detectada por ANOVA two-way com 

pós teste Tukey. (B) Análise da área sob a curva da duplicação celular durante todo o 

período em estudo. As NPM-citrato induzem diminuição no tempo de duplicação 

celular de forma concentração-dependente, com consequente aumento na taxa de 

duplicação celular.  
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Figura 4.10. Análise do IC50 tempo-dependente em células MCF-7 segundo a estratégia 

descrita na seção 3.6. O IC50 das células tratadas apresenta um aumento em 72h, 

sugerindo um aumento da resistência das células ao tratamento com NPM-citrato. 
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4.4 Presença de ferro intracelular 
 

O fator ambiental em análise nesse estudo é a presença das NPM-citrato. Para 

identificar se as NPM-citrato permaneciam no ambiente intracelular mesmo após a 

cessão de sua exposição e após as divisões celulares durante o período de análise (0h a 

96h), foi realizado o ensaio de detecção de ferro pela reação do Azul da Prússia. Essa 

permitiu avaliar se a possível perturbação no perfil epigenético das células ocorreria em 

resposta apenas à presença das NPM-citrato no ambiente intracelular ou se apenas o 

fornecimento de NPM-citrato no meio extracelular durante o tratamento também 

exerceria alguma influência. As NPM-citrato foram identificadas durante todo o período 

em análise nos dois tipos celulares, porém se encontravam em menor quantidade em 

células MCF-7 (Fig. 4.11) em relação às células MCF-10A (Fig. 4.12). A quantidade de 

NPM-citrato identificadas em MCF-7 era pequena após a retirada do tratamento, devido 

a uma rápida metabolização das NPM-citrato após a interiorização ou ao fato de as 

NPM-citrato terem sido pouco interiorizadas durante o período de tratamento. A fim de 

investigar este fenômeno, foi realizada a reação do Azul da Prússia durante o período de 

tratamento. A figura 4.13 mostra que as NPM-citrato foram interiorizadas em grande 

quantidade após 10h de tratamento (Fig. 3.1), sugerindo que as NPM-citrato foram 

rapidamente metabolizadas pelas células MCF-7. 
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Figura 4.11. Detecção de ferro intracelular por meio da reação do Azul da Prússia em 

células MCF-7 segundo a estratégia descrita na seção 3.6. Agregados de NPM-citrato 

podem ser identificados durante todo o período de estudo. Barra de escala 30µm. 
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Figura 4.12. Detecção de ferro intracelular por meio da reação do Azul da Prússia em 

células MCF-10A segundo a estratégia descrita na seção 3.6. Agregados de NPM-citrato 

podem ser identificados durante todo o período de estudo. Barra de escala 30µm. 
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Figura 4.13. Detecção de ferro intracelular por meio da reação do Azul da Prússia em 

células MCF-7 e MCF-10A durante 10h de tratamento. As células MCF-7 e MCF-10A 

interiorizam uma grande quantidade de NPM-citrato. Barra de escala 30µm. 

 

4.5 Análise Ultraestrutural em Microscopia Eletrônica de Transmissão 

(MET) 
 

 Para confirmar a interiorização das NPM-citrato pelas células MCF-7 e 

determinar sua localização no ambiente intracelular foi realizada a microscopia 

eletrônica de transmissão (MET) das células segundo a estratégia experimental descrita 

em 3.6 (tratamento: 60µgFe/mL; tempos: 0h e 96h). A figura 4.14 mostra que as NPM-

citrato se encontram no interior das células em agregados no citoplasma tanto em 0h (A) 

quanto em 96h (B), mas esses agregados foram identificados no núcleo apenas em 96h 

(B). Também foi possível visualizar NPM-citrato isoladas (imagem ampliada no canto 

superior esquerdo), conforme indica a análise de EDS (espectroscopia de energia 

dispersiva de raios-X). Essa análise permite identificar o núcleo das NPM-citrato e os 

planos paralelos da estrutura cristalina característica de óxidos de ferro.  
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Figura 4.14. Microscopia Eletrônica de Transmissão de células MCF-7 tratadas com 

60µgFe/mL nos tempos 0h (A) e 96h (B). As NPM-citrato organizam-se em agregados 

no citoplasma das células, mas também se encontram individualizadas (quadrante 

superior esquerdo). Apenas células em 96h apresentaram NPMs no núcleo (círculo 

vermelho). As setas indicam a membrana nuclear. Barra de escala: 2µm (célula) e 10nm 

(NPM-citrato).  

 

4.6 Perfil de metilação global do DNA  
 

 A metilação de DNA é um dos mecanismos epigenéticos mais bem 

caracterizados atualmente, cuja importância biológica deve-se a seu potencial em 

promover alterações herdáveis na expressão gênica independentes da sequência de 

nucleotídeos. A fim de identificar possíveis perturbações epigenéticas após a cessão da 

exposição das NPM-citrato às células MCF-7 e MCF-10A, foi realizado o ensaio de 

detecção colorimétrica da metilação global de DNA. Este ensaio não permite a 

identificação de regiões do DNA diferencialmente metiladas, mas informa se existem 

diferenças no perfil de metilação do genoma como um todo. As figuras 4.15 e 4.16 

mostram a quantificação absoluta de DNA genômico metilado em células MCF-7 e 

MCF-10A de acordo com o desenho experimental descrito na seção 3.6. Verifica-se que 

a fração de DNA metilado corresponde a aproximadamente 1% do genoma das células 

MCF-7 (Fig. 4.15) e 3% do genoma das células MCF-10A (Fig. 4.16). Identificou-se 

redução na metilação global imediatamente após a cessão da exposição de 60µgFe/mL 

das NPM-citrato (0h) às células MCF-7 em relação ao controle (Fig. 4.15), sendo esta 
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diferença significativa pela análise de variância de dois fatores (ANOVA two-way) com 

pós-teste Tukey. Quanto às células MCF-10A, não foram identificadas alterações 

significativas no perfil de metilação global após o tratamento com as NPM-citrato 

quando submetidas a esse mesmo teste estatístico em nenhum dos tempos em estudo 

(Fig. 4.16). Analisando-se o perfil de metilação global de DNA ao longo do tempo em 

células MCF-7, observou-se que a redução da metilação em 0h tratava-se de uma 

perturbação transitória, pois o perfil de metilação de DNA foi restaurado 72h após a 

cessão da exposição de 60µgFe/mL (Fig. 4.15). A fim de investigar se havia um efeito 

da concentração de NPM-citrato sobre a metilação de DNA nos dois tipos celulares, foi 

realizada a análise de correlação de Pearson (Fig. 4.17). Essa análise mostra que no 

tempo 48h há uma correlação positiva entre a concentração de NPM-citrato e a 

metilação de DNA, enquanto nos outros tempos essa correlação é negativa. Esses 

resultados mostram que as NPM-citrato induzem alterações no perfil de metilação de 

DNA em células MCF-7, causando uma hipometilação de DNA e que esse perfil é 

posteriormente restaurado. 
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Figura 4.15. Perfil de metilação global de DNA em células MCF-7 segundo a estratégia 

descrita na seção 3.6. Observa-se a hipometilação de DNA em células expostas à 

60µgFe/mL imediatamente após a remoção do tratamento (0h). Após o período 24h 

ocorre a restauração gradual do perfil de metilação. Foi utilizado o teste estatístico 

ANOVA two-way com pós-teste Tukey.   
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Figura 4.16. Perfil de metilação global de DNA em células MCF-10A segundo a 

estratégia descrita na seção 3.6. Não foram detectadas diferenças significativas em 

nenhum dos grupos pelo método ANOVA two-way com pós-teste Tukey. 
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Figura 4.17. Análise de correlação de Pearson entre as concentrações utilizadas nos 

tratamentos e o tempo após a remoção das NPM-citrato. Observa-se uma correlação 

positiva em 48h e correlação negativa nos outros tempos analisados. 

  

4.7 Análise do acúmulo de transcritos correspondentes aos genes de DNMTs 
 

 De modo a esclarecer as bases moleculares das alterações de metilação 

observadas nas células tratadas com NPM-citrato, foi analisado o acúmulo de transcritos 

correspondentes aos genes de DNA metiltransferases (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B) 

em células MCF-7 segundo a estratégia experimental descrita na seção 3.6. Para isso, o 

RNA total das células foi extraído e por eletroforese em gel de agarose foi possível 
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determinar sua integridade. É possível notar que os RNAs extraídos estavam íntegros e 

livres de contaminação com DNA (Fig. 4.18). Estas amostras foram utilizadas para a 

síntese de moléculas de cDNA e posterior quantificação relativa de transcritos DNMT1, 

DNMT3A e DNMT3B em relação ao controle endógeno GAPDH, por meio da técnica 

de PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR). Esse estudo não foi realizado com 

células MCF-10A, visto que estas não apresentaram diferenças significativas no perfil 

de metilação após a exposição de NPM-citrato. Logo após a remoção do tratamento 

(0h), verificou-se diminuição do acúmulo de transcrito DNMT1, nas duas concentrações 

testadas (30 e 60µgFe/mL). Esse padrão é mantido até 24h e depois se inverte, com o 

aumento no acúmulo de transcritos em 48h, apenas em células tratadas com 30µg/ml. 

Em 72h observa-se novamente diminuição, mas apenas em células tratadas com 

60µgFe/ml. Nenhuma diferença foi observada entre o controle e a amostra 96h após a 

cessão da exposição de NPM-citrato (Fig 4.19). Quanto aos transcritos correspondentes 

às metiltransferases de novo: DNMT3A apresentou aumento de acúmulo no tempo 48h 

nas células expostas a 30µgFe/mL (Fig. 4.20), enquanto para DNMT3B, esse aumento 

foi verificado em 24h e em 72h nas células tratadas com 60µgFe/mL (Fig. 4.21). É 

importante notar que o efeito da concentração 30µgFe/mL induziu aumento apenas da 

expressão da DNMT3A, enquanto a concentração 60µgFe/mL induziu aumento apenas 

na expressão da DNMT3B. Todas essas alterações foram verificadas por meio da 

análise de variância de dois fatores (ANOVA two-way) com pós-teste Tukey. Esses 

estudos sugerem os possíveis mecanismos que levam às mudanças no perfil de 

metilação de DNA após a exposição de células MCF-7 às NPM-citrato. 
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Figura 4.18. Análise eletroforética em gel de agarose corado com brometo de etídeo 

0,5µg/mL das amostras de RNA total de células MCF-7. Os RNAs utilizados na PCR 

em tempo real estavam íntegros e livres de contaminação com DNA. Cada fotografia 

refere-se a uma réplica biológica independente. (A) Controle 0h; (B) 30µgFe/mL 0h; 

(C) 60µgFe/mL 0h; (D) Controle 24h; (E) 30µgFe/mL 24h; (F) 60µgFe/mL 24h; (G) 

Controle 48h; (H) 30µgFe/mL 48h; (I) 60µgFe/mL 48h; (J) Controle 72h; (K) 

30µgFe/mL 72h; (L) 60µgFe/mL 72h; (M) Controle 96h; (N) 30µgFe/mL 96h; (O) 

60µgFe/mL 96h. 

Figura 4.19. Quantificação dos transcritos DNMT1 em relação ao controle endógeno 

GAPDH em células MCF-7 tratadas com NPM-citrato. As diferenças estatísticas foram 

detectadas por ANOVA two-way (pós-teste Tukey). 
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Figura 4.20. Quantificação dos transcritos DNMT3A em relação ao controle endógeno 

GAPDH em células MCF-7 tratadas com NPM-citrato. A diferença estatística em 

relação ao controle foi detectada por ANOVA two-way (pós-teste Tukey). 

 

Q
u

a
n

ti
fi

c
a

ç
ã

o
 r

e
la

ti
v

a

0 h  2 4 h 4 8 h 7 2 h 9 6 h

0

2

4

6

8

1 0

C o n tro le

3 0 µ g /m L

6 0 µ g /m L**

**

 

Figura 4.21. Quantificação dos transcritos DNMT3B em relação ao controle endógeno 

GAPDH em células MCF-7 tratadas com NMP-citrato. Diferença estatística detectada 

por ANOVA two-way (pós-teste Tukey). 
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5. DISCUSSÃO 
 

 Uma possível associação entre a nanotecnologia e a epigenética ainda é pouco 

estudada, pois se tratam de áreas de fronteira do conhecimento. Os nanomateriais 

possuem um risco intrínseco em aplicações biológicas, mesmo quando administrados 

em concentrações consideradas não-tóxicas e avaliados por meio de técnicas 

convencionais. Isso porque seus efeitos em sistemas biológicos podem se estender a 

múltiplas gerações, mesmo durante exposição transiente. Esse fenômeno pode ser a 

chave para a eficácia terapêutica ou pode desencadear efeitos adversos, conforme será 

discutido. 

 O presente trabalho mostra que nanopartículas de maghemita funcionalizadas 

com citrato (NPM-citrato) causaram efeito citostático em células MCF-7 e MCF-10A, 

quando administradas nas concentrações 30 e 60µgFe/mL durante as primeiras 24h de 

crescimento. Porém, após a cessão da exposição das NPM-citrato, verificou-se que a 

proliferação das células MCF-7 tratadas foi maior que das células não tratadas, o que 

não ocorreu para as MCF-10A. Além disso, foi constatado que as NPM-citrato 

encontravam-se no interior das MCF-7 e MCF-10A durante todo o experimento e que 

em células MCF-7 houve uma alteração dinâmica de metilação de DNA, mesmo em 

exposição transiente das NPM-citrato. Demonstramos ainda que é provável que esta 

dinâmica esteja associada com alterações no acúmulo de mRNA correspondentes às 

DNA metiltransferases. 

 Na literatura científica é relatado que os diversos parâmetros físico-químicos e 

morfológicos das nanopartículas como tamanho, forma, carga e agregação em solventes 

orgânicos ou inorgânicos podem influenciar na resposta biológica (Chaudhuri & Paria, 

2012). Por isso, a busca de explicações para a modulação destes eventos ainda é fonte 

de grande atenção por parte da comunidade científica. É necessário, portanto, um 

grande rigor quanto ao controle de qualidade das amostras nanoestruturadas, a fim de 

obter resultados precisos e confiáveis. 

 Quanto às propriedades fisico-químicas das NPM-citrato utilizadas no presente 

estudo, é possível afirmar que elas estão em conformidade com outros relatos na 

literatura científica. Segundo Kotsmar et al (2010), nanopartículas metálicas preparadas 

por coprecipitação de sais de ferro em meio alcalino geralmente possuem entre 3 e 

10nm de diâmetro. O agente que confere estabilidade ao nanossistema, o citrato, 

mostrou-se bastante eficaz para a estabilização coloidal, assim como observado por Liu 
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et al (2009). Por ser um ânion pequeno ([C6H5O7]
3-

) em relação a outros ligantes de 

superfície de nanopartículas, o citrato adsorve no núcleo dos óxidos de ferro formando 

uma fina camada estabilizante, cuja carga é suficiente para manter as unidades de 

nanopartículas afastadas uma das outras por repulsão eletrostática, mesmo sob ação de 

força magnética entre os núcleos de óxido de ferro. Por possuírem morfologia irregular, 

como observado nas análises de microscopia, as NPM aumentam ainda mais sua área de 

superfície em relação ao volume, possivelmente permitindo a ligação de muitas 

moléculas de citrato com pouca influência sobre o tamanho, potencializando a formação 

do efeito de repulsão e estabilização eletrostático.  

O fluido magnético utilizado no estudo mostrou-se bastante estável ao longo de 

todo o período de análise (360 dias) mesmo mantido sob diferentes temperaturas (4 ºC, 

temperatura ambiente e 37 ºC). O diâmetro hidrodinâmico e o potencial zeta das NPM-

citrato foram semelhantes aos descritos por Andreas et al (2012). A observação de 

agregados nas imagens de microscopia é comum nas preparações de NPM. A 

observação desse tipo de imagem é um artefato de técnica, reflexo do processo de 

secagem das NPM para a sua observação nos equipamentos de microscopia. A remoção 

dos solventes de uma suspensão de nanoestruturas rompe com o equilíbrio soluto-

solvente, gerando pequenos agregados que contribuem para uma desestabilização das 

amostras (Woehl et al, 2013). 

Outros trabalhos também avaliaram esses parâmetros em diferentes formulações 

de nanopartículas em função do tempo (Morris et al, 2011; Wang et al, 2012), 

ressaltando a importância de realizar essas análises, que funcionam como um controle 

de qualidade para os testes biológicos. No entanto, não há relatos na literatura de um 

estudo sistemático da estabilidade de nanopartículas de maghemita funcionalizadas com 

citrato em diferentes condições de temperatura ao longo do tempo, o que justifica esses 

ensaios. 

 As características físico-químicas das NPM-citrato podem influenciar na 

interiorização e na biocompatibilidade em células MCF-7 e MCF-10A. Zhang et al 

(2008) atribuíram as diferenças na taxa de incorporação de nanopartículas de óxido de 

ferro aniônicas às cargas de superfície das células MCF-7 e MCF-10A. Durante o 

tratamento, as nanopartículas entram em contato com as proteínas e íons presentes no 

meio de cultivo e estabelecem interações que podem torná-las mais positivas. Esse 

fenômeno foi observado por Safi et al (2011), que demonstraram que as NPM-citrato 

aumentaram significativamente seu diâmetro hidrodinâmico (até 3µm) em 2h de 
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incubação com o meio de cultivo. É provável, em nossos resultados, que as NPM-citrato 

tenham se agregado antes da interiorização celular por mecanismos semelhantes aos 

citados acima (dados não publicados de nosso grupo de pesquisa). Porém, mesmo com a 

formação de agregados maiores no interior das células, NPM-citrato isoladas (Figura 

4.14) na escala nanométrica foram observadas no citoplasma das células MCF-7. É 

possível que o ambiente citoplasmático possua um equilíbrio iônico diferente do meio 

de cultura, o que facilitaria a solubilização dos agregados de NPM-citrato, formando 

dispersões menores. Esse resultado é interessante, pois indica que nos ambientes 

intracelulares, as NPM-citrato podem retornar ao seu estado de organização 

nanométrico original. 

No presente trabalho, foram identificadas mais NPM-citrato no interior de 

células MCF-10A em relação às MCF-7. Segundo Zhang et al (2008), as membranas de 

células MCF-10A (-30mV) são mais negativas que as membranas de MCF-7 (-20mV). 

Por meio de atração eletrostática, as NPMs depositam-se mais rápido na membrana 

plasmática das MCF-10A, o que explica a rápida interiorização de NPMs por meio de 

endocitose. Esse mecanismo de interiorização foi também observado por Wilhelm et al 

(2003). Apesar disso, após 24h de exposição Zhang et al (2008) identificaram mais 

NPMs nas MCF-7, mesmo com a interiorização mais lenta.  

Outro fato interessante é que as NPM-citrato não foram encontradas no núcleo 

em 0h, mas foram encontradas em 96h, de acordo com as análises de microscopia 

eletrônica de transmissão (figura 4.14). Não se pode, entretanto, afirmar se a presença 

das NPM-citrato é fruto da passagem destas pela membrana nuclear, ou se estas foram 

acumuladas na região durante alguma etapa da mitose, quando teriam interagido com o 

DNA após o rompimento da carioteca na prófase, mantendo-se posteriormente no 

núcleo após a telófase. 

 Muitos estudos têm investigado as alterações no metabolismo do ferro em 

células de câncer de mama (Torti & Torti, 2013; Bystrom et al, 2014). As alterações 

mais comuns são a alta expressão do receptor de transferrina 1 (TFR1) e baixa 

expressão de ferroportina em modelos in vitro e in vivo, indicando que as células 

cancerosas demandam altos níveis de ferro para sua sobrevivência. Além disso, um 

estudo mais amplo identificou um conjunto de 61 genes relacionados ao metabolismo 

do ferro que são alterados nessa patologia e um subconjunto de 16 genes que podem ser 

usados para identificar o prognóstico das pacientes (Miller et al, 2011). Portanto, os 

níveis de ferro intracelular devem ser bem regulados para a manutenção da homeostase, 
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pois uma desregulação no metabolismo do ferro pode induzir a transformação maligna 

de células de epitélio mamário, assim como de outros tipos teciduais. Sabe-se que o 

ferro, em concentrações ideais, participa de diversas reações fundamentais para a 

viabilidade celular, como a síntese de DNA e a respiração celular. No entanto, altas 

concentrações de ferro podem induzir a formação de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) por meio da reação de Fenton. As EROs, quando em baixas concentrações, 

podem funcionar como moléculas de sinalização e desencadear diferenciação ou morte 

celular, assim como respostas contra parasitas, dependendo da necessidade da célula. 

Porém, altas concentrações de EROs podem levar ao estresse oxidativo, causando danos 

às membranas celulares e às moléculas de DNA. O estresse oxidativo crônico é um dos 

mecanismos responsáveis pela transformação maligna de células, levando ao câncer. 

Por sua vez, a indução de níveis agudos de estresse oxidativo no tecido tumoral tem o 

potencial de parar o crescimento das células cancerosas ou até mesmo destruí-las (Foy 

& Labhasetwar, 2011; Bystrom et al, 2014).  

 A disponibilidade de ferro nas células durante sua aplicação na clínica deve 

então ser cautelosamente estudada. Nanopartículas de óxido de ferro podem levar a 

efeitos citotóxicos/citostáticos em células de câncer de mama ou até mesmo estimular 

seu crescimento, dependendo da dose. Nesse estudo, as NPM-citrato, quando 

administradas em 30 e 60µgFe/mL em células MCF-7 e MCF-10A apresentaram uma 

dinâmica regulada, dependente da concentração e do período de exposição. Durante o 

período de 24h, as células sofreram uma diminuição na taxa de proliferação celular sem 

terem sido levadas à morte (efeito citostático). Outros estudos com NPM-citrato 

também discutem sua excelente biocompatibilidade em células-tronco embrionárias 

humanas e em células de melanoma em cultivo (Freitas et al, 2013; Freitas et al, 2008). 

Após a cessão da exposição de NPM-citrato, a proliferação das células MCF-7 

aumentou em relação às células não tratadas. Esse aumento da viabilidade celular em 

MCF-7 após tratamento com NPM-citrato também foi verificado por Klein et al (2012) 

em até 72h de exposição com 100µgFe/mL.O mecanismo que leva a esse aumento pode 

estar relacionado à disponibilidade de ferro anteriormente discutida. 

 Diferentes respostas a nanopartículas magnéticas já foram reportadas em 

modelos biológicos in vitro (citotoxicidade, genotoxicidade, rotas metabólicas e 

interferência na proliferação celular) e in vivo (biodistribuição e biocompatibilidade), 

porém pouco se sabe a respeito de potenciais efeitos epigenéticos desses nanosistemas 

(Mahmoudi et al, 2012).  
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 A Epigenética é o estudo dos fatores ou processos moleculares herdáveis por 

mitose ou por meiose e potencialmente reversíveis que regulam a atividade genômica de 

forma independente da sequência de DNA (Skinner, 2011). Essa regulação pode sofrer 

alterações desencadeadas por fatores ambientais externos e afetar mais de uma geração 

de organismos, mesmo após a ocorrência das alterações ambientais. Neste trabalho, as 

NPM-citrato representaram o fator ambiental que induziu modificações epigenéticas 

(metilação global de DNA) em células de câncer de mama, mas não em epitélio 

mamário de origem não-tumoral in vitro, mesmo após a cessão de sua exposição. A 

avaliação do perfil de metilação global de DNA e de acúmulo de mRNAs codificadores 

de DNA metiltransferases demonstraram que até mesmo concentrações consideradas 

não-tóxicas por técnicas laboratoriais de rotina podem induzir uma remodelação no 

perfil epigenético, dependente do tempo e da concentração de nanopartículas utilizadas 

no tratamento. Esse perfil pode ser alterado de modo permanente ou reversível, por isso 

destaca-se a necessidade de padronizar estudos de toxicidade de nanomateriais a longo 

prazo, tanto nos níveis tradicionais (genético e metabólico, por exemplo) como no nível 

epigenético. Não é possível, porém, de acordo com os resultados obtidos, determinar se: 

(1) as células voltam ao estado epigenético/metabólico anterior ao tratamento; se (2) 

sofrem alterações permanentes em seu estado epigenético/metabólico; ou se (3) sofrem 

alterações reversíveis em seu estado epigenético/metabólico. Ainda, dentro dos 

possíveis fenótipos alterados, as células podem, por exemplo, se tornar mais sensíveis 

ou mais resistentes a quimioterápicos, devido ao seu grau de tumorigenicidade 

modificado. É provável também que as três possibilidades ocorram simultaneamente no 

epigenoma, dependendo do locus analisado. Assim, alguns loci podem voltar ao seu 

perfil epigenético original, enquanto outros permaneceriam alterados (de forma 

permanente ou reversível). 

 Mesmo não tendo sido analisados os sítios que foram alterados no epigenoma, 

são possíveis fazer algumas suposições. Infere-se que, antes da exposição de NPM-

citrato e durante as divisões celulares, as células apenas replicavam seu epigenoma a 

fim de mantê-lo nas células-filhas, regulando os mesmos genes essenciais para sua 

sobrevivência. Após a exposição transiente de NPM-citrato, as células MCF-7 sofrem 

em um primeiro momento uma hipometilação global de DNA e em seguida vão, 

aparentemente, recuperando seu estado de metilação (figura 4.15). No entanto, os 

ensaios de PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR) dos transcritos de DNA 

metiltransferases sugerem que ocorra a metilação de sítios anteriormente não metilados 
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no DNA das células MCF-7, possivelmente em resposta à presença das NPM-citrato. 

Indícios da ocorrência desse evento podem ser verificados nas figuras 4.19, 4.20 e 4.21, 

nos quais o acúmulo de transcritos de DNMT1 (DNA metiltransferase de manutenção) 

diminui em 0h, 24h e 72h, enquanto os de DNMT3A e DNMT3B (DNA 

metiltransferases de novo) aumentam em diferentes tempos. Mesmo sabendo que as 

DNMT3A e DNMT3B podem apresentar atividade de metilação de manutenção (Jones 

& Liang, 2009), sabe-se que a regulação dessas enzimas em câncer é defeituosa 

(Bergman & Cedar, 2013), o que levanta a possibilidade de que novos sítios possam ter 

sido metilados. 

Sugere-se ainda, pelas análises de IC50 tempo-dependente e de tempo de 

duplicação, que as células MCF-7 tenham se tornado mais resistentes à presença das 

nanopartículas (em 72h) e que não apresentaram inibição da proliferação celular por 

contato (em 96h). Tais dados indicam que genes relacionados com o ciclo celular 

possam estar diferencialmente expressos em relação ao controle. Nos experimentos 

realizados, as células MCF-10A não sofreram alterações significativas em seu estado 

epigenético global, o que não descarta a possibilidade de modificações loci-específicas 

sem manifestação fenotípica. 

 Este é o primeiro trabalho realizado a respeito da exposição transiente de 

nanopartículas e sua relação com modificações epigenéticas. A identificação dos 

mecanismos responsáveis por essa interação torna-se fundamental para o 

direcionamento das aplicações biológicas de nanossistemas, com mínimos efeitos 

adversos. A exposição transiente de um fármaco, por exemplo, pode levar tanto à 

indução quanto à inibição da tumorigenicidade. 

Tsai et al (2012) demonstraram que a exposição de concentrações não-tóxicas de 

agentes de desmetilação do DNA (Decitabina e 5-Azacitidina) durante 3 dias, seguida 

de remoção da droga, diminuiu a tumorigenicidade a longo prazo em diversos tipos de 

células de leucemia (Kasumi-1 e KG-1) e câncer de mama (MCF-7, MDA-MB-231 e T-

47D) em cultivo em monocamada, cultivo 3D e em xenotransplantes em modelos in 

vivo. Esse mesmo efeito foi observado também em células de cultivo primário derivadas 

de pacientes com leucemia mielóide aguda, mas não em células normais de medula 

óssea. Esses autores detectaram uma diminuição na expressão de DNMT1 nas células 

imortalizadas e uma posterior recuperação após a remoção do tratamento. Verificaram 

também a desmetilação de promotores de diversos genes e um aumento da expressão 

gênica, inclusive para genes supressores de tumor, o que explicaria os efeitos 
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antitumorais a longo prazo. No entanto, Raggi et al (2014) demonstraram que a 

exposição de zebularina, um inibidor de DNMT1, durante 3 dias, seguido de remoção 

da droga em células de hepatocarcinoma celular em cultivo levou a diferenças na 

tumorigenicidade das células-filhas (de uma a cinco gerações, em cultivo 3D) de forma 

dependente da densidade celular. Assim, células crescidas em baixa densidade 

produziram células-filhas com maior tumorigenicidade e vice-versa, mesmo após a 

recuperação da expressão de DNMT1. Tal estudo mostra que outros fatores além da 

concentração da droga são importantes para direcionar o tratamento a longo prazo. 

Nossos resultados indicam que NPM-citrato podem atuar como moduladores da 

expressão de genes relacionados à metilação do DNA, e consequentemente, da 

plasticidade fenotípica sem a necessidade de mutações de sequencia de bases. 
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6. CONCLUSÕES 
 

 As nanopartículas de maghemita funcionalizadas com cobertura de citrato 

(NPM-citrato) promovem alterações significativas no perfil de metilação global de 

DNA em células humanas de câncer de mama (MCF-7) e não promovem alterações 

significativas em células de epitélio mamário de origem não-tumoral (MCF-10A) em 

cultivo, mesmo em exposição transiente em concentrações não-tóxicas. Os 

experimentos realizados sugerem que as alterações em MCF-7 podem estar relacionadas 

com a tumorigenicidade dessas células. As NPM-citrato mostraram-se bastante estáveis 

durante todo o período de estudo sob diferentes concentrações de temperatura, 

indicando uma boa qualidade do material utilizado, que contribuiu para a 

reprodutibilidade dos ensaios. 

 É necessário então, tornar a avaliação de toxicidade em nível epigenético como 

padrão, além dos outros testes toxicológicos. A investigação dos mecanismos 

epigenéticos em resposta as diferentes aplicações biológicas de nanomateirais pode 

revelar uma toxicidade antes não observada e levar também ao melhoramento das 

estratégias utilizadas durante as aplicações, podendo inclusive diminuir os efeitos 

adversos frequentemente observados. Ainda, os efeitos de herança transgeracional em 

modelos animais devem ser avaliados, a fim de estabelecer níveis seguros da exposição 

dos nanomateriais em mais de uma geração de organismos, mesmo não expostos 

diretamente. 
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