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RESUMO

Introducdo: Diversos estudos reportam alteracdes na expressao génica em resposta a
exposicdo de células a nanomateriais, mas até o presente momento ndo ha nenhum
estudo sobre a toxicidade a nivel epigenético causada por nanoestruturas e seus efeitos
em sucessivas geracoes celulares. Portanto, torna-se necessario estudar esses fendmenos
a fim de contribuir no desenvolvimento de nanoparticulas mais adequadas para
aplicacdes biologicas. Objetivo: Avaliar o perfil de metilacdo global de DNA em
células MCF-7 e MCF-10A em cultivo apds a cessdo da exposi¢cdo de nanoparticulas de
maghemita funcionalizadas com citrato. Materiais e métodos: As NPM-citrato foram
sintetizadas pelo método de coprecipitacdao de Fe (1) e Fe (I11) e adi¢do direta de &cido
citrico. As caracterizacdes das NPM-citrato foram realizadas por microscopia (MET,
HRTEM, MEV e AFM) e por diametro hidrodindmico e potencial zeta. Para detectar as
concentragOes sub-letais 1C-10 e IC-20, foram realizados a excluséo de viabilidade por
contagem de células coradas com Azul Tripan e o ensaio de citotoxicidade pela
deteccdo da Lactato Desidrogenase (LDH). O ensaio de proliferacdo celular foi
realizado no sistema xCELLigence™ (Roche/ACEA). A detecgdo de ferro intracelular
foi realizada pelo ensaio do Azul da Prussia. O perfil de metilacdo global de DNA foi
realizado por ensaio colorimétrico. A expressdo das DNMTs foi realizada por qRT-
PCR. Resultados: As NPM-citrato causaram efeito citostatico em células MCF-7 e
MCF-10A quando administradas nas concentracdes 30 e 60ugFe/mL durante 24h. Apos
a cessdao da exposicdo das NPM-citrato, verificou-se que a proliferacdo das células
MCF-7 tratadas foi maior que das células ndo tratadas. Além disso, foi constatado que
as NPM-citrato encontravam-se no interior das células durante todo o experimento e que
havia uma dinamica de metilacdo de DNA, mesmo apds a exposicdo transiente das
NPM-citrato. Também foram identificadas diferencas entre o acimulo de transcritos de
DNA metiltransferases. Discussao: Os nanomateriais possuem um risco intrinseco em
aplicacdes bioldgicas, mesmo quando administrados em concentracGes consideradas
ndo-toxicas por meio de técnicas convencionais. 1sso porque seus efeitos em sistemas
bioldgicos podem se estender a multiplas geracdes, mesmo durante exposicao
transiente. Conclusdo: As NPM-citrato promovem alteragdes significativas no perfil de
metilagdo global de DNA em células MCF-7 e ndo promovem em MCF-10A e esse

fendmeno pode ser explorado para aplicagfes biomédicas futuras.



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 (Il) and Fe
(1) 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 1C-10
and 1C-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 gRT-PCR. Results: NPM-citrate caused cytostatic effect on MCF-7 and
MCF-10A cells when given at concentrations of 30 and 60ugFe/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. INTRODUCAO

1.1 Epigenética

Todas as células de um organismo multicelular carregam 0 mesmo genoma, se
ndo forem consideradas as mutacdes que podem ocorrer ao longo da vida, que sdo
pouco frequentes (Hodgkinson & Eyre-Walker, 2011). Apesar disso, células em
diferentes estagios do desenvolvimento e com diferentes funcBes devem expressar
apenas um conjunto de seus genes, cujos produtos sdo caracteristicos desses tipos
celulares. Dessa forma, o potencial transcricional de um gene em um determinado tipo
celular ndo é determinado por diferencas na sequéncia de DNA em relacdo a outros
tipos celulares, mas por diferencas no seu perfil epigenético (Sarkies & Sale, 2012). O
termo Epigenética foi originalmente cunhado por Conrad Hal Waddington em 1942 em
um contexto especifico, a fim de descrever os processos entre o genoétipo e o fendtipo
durante o desenvolvimento embrionario que ndo podiam ser atribuidos diretamente a
sequéncia de DNA, mas que sofriam influéncias ambientais (Waddington, 1942). Com a
descoberta das marcas epigenéticas e seus mecanismos de acdo, que serdo apresentados
posteriormente, o conceito de Epigenética evoluiu, sendo definido como o estudo dos
fatores ou processos moleculares herdaveis por mitose ou por meiose e potencialmente
reversiveis que regulam a atividade gendémica de forma independente da sequéncia de
DNA (Skinner, 2011a). Esses fatores ou processos ndo sdo estaticos durante a vida, pois
sofrem mudancas coordenadas em estagios definidos do desenvolvimento embrionario,
particularmente em mamiferos. Além da dindmica pré-estabelecida do epigenoma,
existe também a variacdo estocastica, cujo proposito bioldgico é desconhecido, mas
acredita-se que possa ser mediado por fatores ambientais (Feil & Fraga, 2012).

Hoje sabe-se que 0s eventos epigenéticos participam de diversos processos
bioldgicos, como na oncogénese, doencas autoimunes, obesidade, senescéncia celular,
problemas na reproducéo assistida e na clonagem por transferéncia nuclear de celulas
somaticas, plasticidade neuronal, desenvolvimento embrionario, distdrbios
comportamentais humanos e até mesmo na evolucdo das espécies (Jablonka & Lamb,
2002; Gluckman & Hanson, 2004; Petronis, 2010). Nesse sentido, a modulagéo
epigenética parece representar um mecanismo de regulacdo da expressdo génica
universal, ainda que pouco compreendido. As marcas ou fatores epigeneticos

identificados até o presente momento sdo a metilacdo de DNA, as modificagdes pds-
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traducionais de histonas (metilagéo, acetilacdo, fosforilacdo e ubiquitinacdo), os RNAs
ndo codantes e os prions (Grossniklaus et al, 2013). O foco deste trabalho é o estudo da
dindmica da metilacdo global de DNA em células epiteliais de mama ap06s exposicao
transiente de nanoparticulas magnéticas, por isso, as outras modificacdes epigenéticas

nao serdo abordadas em detalhes.

1.2 Metilacdo de DNA

A ligacdo covalente do grupamento metil (-CH3) na posicdo C-5 da citosina
(5mC) é a marca epigenética melhor caracterizada até o momento. Em mamiferos,
encontra-se predominantemente em um contexto de dinucleotideos CpG, ou seja, uma
citosina adjacente a uma guanina localizadas na mesma fita de DNA. A metilacdo de
sequéncias ndo-CpG é rara em mamiferos e sua funcdo ainda € desconhecida (Lister et
al, 2009). Estima-se que 70-80% de todos os CpGs de células somaticas humanas sdo
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 metilacio do DNA
poderia ser uma marca epigenética e que estava relacionada diretamente com o
silenciamento génico (Holliday & Pugh, 1975; Riggs, 1975). Essa visdo restritiva da
funcdo da metilagdo do DNA permaneceu por muito tempo, mas hoje sabe-se que essa
marca pode assumir diferentes funcdes, dependendo de seu contexto e sua distribuicao
no genoma. Mais da metade dos genes de vertebrados contém pequenas regides ricas em
CpG (aproximadamente 1kb), conhecidas como ilhas CpG. Essas regides s&o
comumente encontradas nos promotores dos genes, proximas ao sitio de iniciacdo da
transcricdo. Em geral, quando uma grande porcéo de citosinas presentes em ilhas CpG
encontram-se metiladas, ha uma inibicdo do acoplamento do aparato transcricional no
DNA e consequentemente uma inibi¢cdo da transcricdo. No entanto, quando a 5mC
encontra-se no corpo do gene observa-se geralmente o efeito inverso, ou seja, ao invés
de inibir a transcricao, ela estimula sua elongacdo. Além disso, estudos mostram que a
metilagdo nessa regido pode exercer influéncia durante o splicing (Laurent et al, 2010).
A metilagdo em regides repetitivas (como os centrémeros) e em elementos transponiveis

é importante para a estabilidade dos cromossomos. Outros trabalhos mais recentes
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discutem as possiveis influéncias da metilacdo do DNA na atividade de elementos
regulatorios, como enhancers e insuladores (Jones, 2012).

Em concordancia com sua importancia funcional, os padroes de metilacdo de
DNA sé@o bem regulados ao longo das geracdes. Apesar dos padres de metilacdo serem
amplamente mantidos através da divisdo de celulas somaticas, mudancgas no padrdo de
metilacdo ocorrem durante o desenvolvimento embrionéario e durante a diferenciagéo
celular ou ainda sob algum estimulo ambiental. As enzimas que promovem a
transferéncia do grupamento metil da S-adenosil-L-metionina para a citosina em CpG
fazem parte da familia das DNA metiltransferases (DNMTS), dentre as quais apenas trés
delas possuem atividade catalitica: DNMT1, DNMT3A e DNMT3B. A DNMT1 é a
principal metiltransferase de manutencdo. Essa enzima tem preferéncia por sitios CpG
hemimetilados em sequéncias palindromicas (CpG metilado em apenas uma das fitas de
DNA) como os gerados pela replicacdio do DNA. Ela é responsavel por copiar 0s
padrbes de metilacdo pré-existentes para a fita recém-sintetizada, provavelmente com a
ajuda da proteina UHRF1 (Ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1), que
também reconhece sitios hemimetilados (Hashimoto et al, 2009). As DNMT3A e
DNMT3B sdo metiltransferases de novo, ou seja elas adicionam grupamento metil em
um sitio antes ndo-metilado. Essas enzimas ndo possuem preferéncia por substratos
CpG hemimetilados, mas estudos recentes mostram que elas também podem apresentar
funcdo de manutencdo, possivelmente metilando os sitios CpG esquecidos pela
DNMT1. Essa hipétese foi levantada pois, em células somaticas sua atividade é mais
acentuada em regides com alta densidade de CpGs metilados (Jones & Liang, 2009). As
DNMT3L ndo possuem motivos de metiltransferase cataliticamente ativos, mas
acredita-se que elas possam estimular a atividade de DNMT3A e DNMT3B. Analises
estruturais indicaram que os dominios C-terminal de DNMT3A e DNMT3L formam um
complexo tetramérico com dois sitios ativos, que metila preferencialmente dois CpGs
separados entre 8-10pb (Jia et al, 2007).

A desmetilacdo, ou seja, a remocédo do grupamento metil de CpG, também € um
mecanismo importante para a manutencdo da viabilidade em mamiferos e ocorre de
forma global durante a reprogramacao epigenética. Esse fenbmeno é caracterizado por
ondas de desmetilacdo global seguidas de metilacdo de novo durante o desenvolvimento
embrionario. E provavel que esse evento ocorra para reestabelecer a totipoténcia no
zigoto (Bergman & Cedar, 2013) e porque algumas regides no genoma possuem

padrdes epigenéticos diferentes entre 0s cromossomos de origem materna e paterna

20



(imprinting). Esse padrdo deve ser apagado nos gametas materno e paterno e
posteriormente reestabelecido de forma sexo-especifica na proxima geracdo. A
reprogramacao evita, por exemplo, que o padréo de imprinting de machos seja passado
para as fémeas da prole e vice-versa (Barlow, 2011). A figura 1 abaixo sumariza 0s

principais mecanismos associados a dindmica da metilacdo de DNA.
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Figura 1.1. Metilacéo e desmetilacdo do DNA. Modificado de Chen & Riggs, 2011.

Apbs a fertilizacdo, a maior parte do genoma de origem paterna é rapidamente
desmetilado, sendo um indicativo de desmetilacdo enzimatica ativa, cujos mecanismos
ainda ndo estdo bem elucidados. O genoma materno também é desmetilado, mas
aparentemente sofre desmetilacdo passiva, dependente da replicacdo do DNA durante as
divisbes celulares na auséncia da atividade da DNMT1 (Smallwood & Kelsey, 2012).
Apos a implantacdo, uma onda global de metilacdo de novo reestabelece os padrdes de
metilagdo de DNA que serdo mantidos, em grande parte nos tecidos somaticos. As
células germinativas primordiais surgem no sétimo dia embrionario (E7.5) e entre o
décimo primeiro e o décimo segundo dias embrionarios (E11.5 e E12.5) ocorrem novas
ondas de desmetilacdo e metilacdo de novo para reestabelecer o padrédo de impriting
sexo-especifico nessas células. Em adicdo a essas mudancas globais, ocorrem eventos

de desmetilacdo e metilacdo de novo gene-especifica durante a diferenciacéo tecidual.
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1.3 Fatores ambientais

Como mencionado anteriormente, fatores ambientais podem influenciar na
heranca epigenética e seu impacto depende do estagio de desenvolvimento. Evidéncias
sugerem que o periodo gestacional é particularmente sensivel a perturbacédo epigenética
e que o ambiente pode exercer diferentes efeitos na placenta e no embrido (Sandovici et
al, 2012). Assim, alteracOes epigenéticas que surgem nos periodos mais precoces do
desenvolvimento embrionario tendem a ser amplificados pelas divisdes celulares,
afetando uma grande proporcdo de células do organismo adulto. Em contraste,
alteracbes 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 especifico (Feil & Fraga, 2012). A
suscetibilidade as alteracOes epigenéticas pode ser ligada também ao grau de
pluripoténcia. Enquanto o epigenoma de células completamente diferenciadas parecem
ser mais estaveis, o cultivo de embrides de mamiferos durante a reproducdo assistida
pode afetar o estabelecimento e a manutencdo da metilacdo de DNA, particularmente
em genes "imprintados” (Young et al, 2001).

A heranca transgeracional trata das alteracGes epigenéticas transmitidas as
subsequentes geracOes, em resposta a um impacto induzido por fatores ambientais
(Heard & Martienssen, 2014). No entanto, € importante destacar que a heranca
transgeracional ocorre apenas se a alteracdo epigenética for transmitida a prole cujas
celulas ndo foram expostas ao fator ambiental. Em mamiferos, por exemplo, somente
marcas epigenéticas transmitidas a geracdo F3 sdo verdadeiramente transgeracionais,
pois as células germinativas que dardo origem a geracdo F2 ja estdo presentes durante o
impacto ambiental e também podem ter sido expostas durante o desenvolvimento
embrionario da geracdo F1. As alteracdes epigenéticas transmitidas até a geragdo F2 sdo
chamadas de efeito parental (Heard & Martienssen, 2014).

Outro evento cuja nomenclatura ainda é alvo de debate é o equivalente a
"heranca transgeracional em células somaticas”. Segundo Skinner (2011b), a habilidade
do epigenoma ser replicado e transmitido por meio da mitose deve ser chamado de
"estabilidade mitética”, pois o termo heranca ndo € o mais adequado. Esse mesmo
evento é referido por Halley-Stott & Gurdon (2013) como "memoria epigenética”.
Huang (2013), por sua vez, discute que em um sistema in vitro apds exposicdo

transiente de um fator ambiental podem ocorrer trés possiveis resultados: (1) as células
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percebem a perturbacdo transiente do sistema e retornam a seu estado original
(estabilidade mitética epigenética); (2) as células percebem a perturbacéo transiente do
sistema e sofrem alteragdes no seu estado epigenético (instabilidade mitotica
epigenética) ou (3) as células ndo percebem a perturbacdo transiente e permanecem
como se o fator ambiental ainda estivesse atuando (plasticidade).

Diversos tipos de fatores ambientais vém sendo descritos na literatura como
causa de desordens na homeostase, levando a doengas como o cancer por meio de
heranca transgeracional. Dentre eles, destacam-se fatores nutricionais, contaminantes
inorganicos, drogas, fungicidas, pesticidas, disruptores endocrinos e metais, como

mostra a tabela 1.

Tabela 1.1. Principais fatores ambientais e seus efeitos transgeracionais em mamiferos.
Adaptado de Skinner, 2010.

Fator ambiental Efeito

DDT Infertilidade, efeitos reprodutivos

Genisteina Infertilidade, protecao de cancer de mama
Dietilbestrol Cancer vaginal

Dicofol Cancer de mama, foliculos ovarianos anormais
—!;s;f—enolA Cancer de prostata B

Aflatoxina Cancer de figado

Cadmio (tabaco) Céancer de pulmdo, problemas reprodutivos

Aminas heterociclicas  Cancer de colon, estomago e de mama

Arsénico Cancer de figado
Dioxina Cancer de mama
\rl]ncI‘ozoAIrm Im;ertAirl-lVdadﬂc.e em macAﬁos
Metoxicloro Infertilidade em machos
Ftalatos Infertilidade em machos

No entanto, é importante lembrar que o desenvolvimento de doencas por causas
ambientais também pode ter contribuicdes genéticas, pois esses eventos ndo sao
mutuamente exclusivos. De fato, diversas pesquisas mostram a intercomunicagdo entre
componentes genéticos e epigenéticos nos estados patoldgicos, principalmente em
cancer. Um dos mecanismos descritos durante a transformagdo maligna é a
hipometilacdo global do DNA, seguida de hipermetilacdo em ilhas CpG de promotores
de genes especificos (You & Jones, 2012). De qualquer forma, € cada vez mais comum
encontrar na literatura dados sobre influéncias ambientais na heranca transgeracional,

pois acredita-se que elas sejam mais comuns do que as variagdes genéticas, visto que o
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epigenoma é mais flexivel que o genoma. Assim, torna-se necessario investigar o papel
dos fatores ambientais na etiologia de doencas para direcionar o alvos terapéuticos com
menores efeitos adversos.

Novos materiais vém sendo desenvolvidos pelo homem, dentre os quais
destacam-se 0s nanomateriais. Estima-se que, até 2015 aproximadamente 15% da
producdo industrial mundial ser& de produtos provenientes da nanotecnologia (Kovalev,
2013). Essa perspectiva indica o volume de nanomateriais que estdo sendo produzidos,
justificando a necessidade de caracterizar seus potenciais de toxicidade em nivel

epigenético.

1.4 Nanociéncia e Nanotecnologia

A nanociéncia estuda os materiais gque, quando organizados em escalas
nanométricas apresentam propriedades novas e especificas que ndo sdo observadas em
escalas macroscopicas, como alteragdes em seu comportamento éptico, elétrico e
catalitico. Uma das razdes para o surgimento dessas propriedades é a alta razdo entre a
area de superficie em relacdo ao volume dos nanomateriais, que o0s torna potencialmente
mais reativos (Kucheryavy et al, 2013). Por exemplo, 6xidos de ferro menores que
30nm ndo apresentam magnetizagdo permanente, mas respondem a um campo
magnético externo, sendo considerados portanto como materiais inteiramente novos,
cujas propriedades podem ser exploradas para aplicacdes biomédicas (Mahmoudi et al,
2012).

A nanotecnologia por sua vez, é a aplicacdo da nanociéncia e desperta grande
interesse publico por apresentar grande potencial econémico e social. As aplicacdes dos
nanomateriais sdo as mais diversas, abrangendo areas desde a engenharia aeroespacial
até a medicina. Dentre eles, as nanoparticulas vém se tornando um dos componentes
principais da nanotecnologia, sendo uma das classes de nanomateriais que apresentam
as trés dimensdes na nanoescala (Mahmoudi et al, 2012). As nanoparticulas podem ser
geradas de forma ndo intencional por meio de combustdo e sdo encontradas, por
exemplo entre as particulas de poluicdo do ar, ou sintetizadas de forma intencional
(nanoparticulas engenheiradas). As propriedades das nanoparticulas dependem de sua
forma (esférica, cubica, hexagonal, etc) e de seus constituintes, que podem ser organicos

(polimeros, lipidios, etc) ou inorganicos (metais). Em geral, as nanoparticulas
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engenheiradas sdo mais homogéneas quanto a essas caracteristicas quando comparadas
com as nanoparticulas naturais (Chaudhuri & Paria, 2012).

As nanoparticulas de 6xido de ferro (NPM) por sua vez, podem ser utilizadas em
diversas aplicacbes bioldgicas, devido a suas propriedades, por possuirem baixo
potencial de toxicidade (Singh et al, 2010). Quando dispersas em um solvente
carreador, organico ou inorganico, e funcionalizadas com uma camada molecular
estabilizante (como citrato, dextran ou &cido dimercaptosuccinico, por exemplo) séo
chamadas de fluido magnético (FM). Em um FM, a interacdo das NPM com o solvente
permite que toda a solucao coloidal responda a um campo magnético e ndo somente as
NPM. Essa propriedade vém sendo muito explorada na pesquisa para o diagndstico e
tratamento de doencas, inclusive para o cancer. Mais recentemente, o potencial
teragnostico (juncdo entre terapia e diagnostico) das NPM vém sendo investigado, pois
permite acelerar o tratamento e consequentemente contribuir para uma diminuicdo nos
efeitos adversos comumente relatados nos tratamentos convencionais. Essa estratégia
consiste em rastrear, por exemplo as células neoplasicas 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 sitio-dirigida e a magnetohipertermia.

A estrutura das NPM comporta a associagdo de farmacos, anticorpos e outras
biomoléculas, permitindo a veiculacdo de drogas a um tecido-alvo, com o auxilio de um
magneto externo, aumentando a especificidade do tratamento e resultando em menor
toxicidade sistémica (Mahmoudi et al, 2012). Outra aplicacdo em desenvolvimento é a
magnetohipertermia, que consiste no aquecimento e destruicdo tumoral quando as NPM
estdo sob campo magnético externo alternado, que provoca a vibracdo das NPM seguida
de uma intensa liberacdo de energia térmica. Essas nanoparticulas também podem ser
usadas no melhoramento das técnicas de imageamento biomédico por ressonancia
magnética (MRI), sendo usadas como agentes de contraste (Nigam et al, 2011). Dessa
forma, é possivel utilizar NPMs para o direcionamento e rastreamento de células-tronco
transplantadas in vivo (Andreas et al, 2012) e monitorar a progressao de metastases de
forma eficiente, inclusive em cancer de mama (Leuschner et al, 2006).

Dentre 0s nanomateriais aprovados para uso clinico e comercializados,
encontram-se as NPM funcionalizadas com dextran (Feridex) ou com carboxidextran
(Resovist), que possuem entre 50 e 200nm e carga neutra. Como sdo facilmente

fagocitadas pelas células do sistema reticuloendotelial, sdo utilizadas no imageamento
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de hepatocarcinomas, por meio de ressonancia magnética. Assim, areas onde o tecido
hepético ndo sofreu transformacdo maligna (tecido normal) s&o detectadas por um baixo
sinal de MRI, pois o sistema reticuloendotelial estd atuante, enquanto areas de
hepatocarcinoma apresentam um alto sinal de MRI, onde o sistema reticuloendotelial é
deficiente (Liu et al, 2013).

No entanto, essas NPM ndo sdo bem internalizadas por outros tipos celulares,
limitando sua aplicacdo (Andreas et al, 2012). Por isso, uma busca por novas NPM vém
sendo feita no sentido de identificar nanomateriais com maiores possibilidades de
aplicacdo. Nesse cenario, surgem as NPM de maghemita estabilizadas com agentes
quelantes ou pequenos ligantes aniénicos, como o citrato.

A maghemita (y-Fe,O3) e a magnetita (FesO4) sdo as NPMs mais utilizadas
atualmente por serem facilmente sintetizadas em laboratério, a baixo custo. Também
apresentam alta estabilidade quimica em condicgdes fisiologicas e, em geral baixa
toxicidade, principalmente a maghemita por apresentar-se em um estado mais oxidado e
portanto menor reatividade (Ling & Hyeon, 2013). As nanoparticulas de 6xido de ferro
ndo apresentam estabilidade coloidal em pH fisiologico, sendo estaveis somente em
condicdes acidas ou alcalinas. Para a manutencdo da estabilidade em pH fisioldgicos,
estes materiais geralmente s&o recobertos com moléculas biocompativeis que permitem
que estas particulas se mantenham dispersas, como por exemplo o citrato.

O citrato € um ion derivado do &cido citrico que participa de vias metabdlicas
essenciais para a célula, como o ciclo do acido citrico e a sintese de acidos graxos, o que
sugere sua alta biocompatibilidade (Icard et al, 2012). Nanoparticulas de 6xido de ferro
estabilizadas com citrato (NPM-citrato) mostraram alta eficacia no tratamento de
anemias e na terapia contra o cancer (Foy & Labhasetwar, 2011). No entanto, 0s
possiveis efeitos colaterais induzidos por essas nanoparticulas devem ser avaliados, a

fim de estabelecer os limites de seguranca para o uso clinico desses produtos.

1.5 Nanotoxicologia e metabolismo do ferro

Diversos parametros, como tamanho, carga, forma, composicdo, area de
superficie e volume modificam as propriedades fisico-quimicas da matéria quando em
escala nanométrica, podendo tornar os nanomateriais altamente reativos e desestabilizar

a homeostase dos sistemas bioldgicos (Schrand et al, 2010). Em geral, quanto menor
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um nanossistema, maior a proporcao de atomos expostos em sua superficie capazes de
reagir com o meio biolégico. Estima-se que apenas 1% dos atomos de uma
microparticula situam-se em sua superficie, enquanto que em uma nanoparticula de
10nm aproximadamente 10% dos atomos estdo expostos (Jones & Grainger, 2009).

A nanotoxicologia explora os efeitos nocivos da interacdo entre um nanomaterial
e um sistema bioldgico, por meio da avaliacdo de integridade da membrana plasmatica,
atividade mitocondrial, identificacdo de corpos apoptoticos, danos ao material genético
e formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) tanto a nivel celular quanto tecidual
(Singh et al, 2010). Se um nanomaterial ndo apresenta toxicidade significativa in vitro
na dosagem ideal para determinada aplicacdo biomédica, entdo ele é testado em
modelos in vivo e, posteriormente, em testes clinicos em humanos (Mahmoudi et al,
2012).

As nanoparticulas de maghemita contém ferro, que € crucial para o0 metabolismo
celular normal e desempenha um papel importante em processos como sintese de DNA
e respiracgdo celular. A cada dia os humanos absorvem entre 1-3mg de ferro na dieta,
utilizando a proteina DMT1 (divalent metal transporter 1) dos enterdcitos. O ferro
férrico (Fe®") é liberado para o plasma através do canal exportador (ferroportina) onde
se liga a transferrina (Tf). O complexo Tf-Fe*" se liga ao receptor de transferrina 1
(TFR1), que é amplamente expresso na superficie das células. Apds ser endocitado, o
Fe** é reduzido no endossomo & Fe** por meio das redutases STEAP e transportado para
o citoplasma pelo transportador DMT1. O ferro pode entdo ser incorporado em sitios
ativos de proteinas, como as ribonucleotideo redutases, que participam da conversao
catalitica de ribonucleotideos em desoxiribonucleotideos. Além disso, pode ser usado na
sintese de grupamento heme e clusters ferro-enxofre, que sdo incorporados em proteinas
que participam do ciclo do acido citrico, fosforilacdo oxidativa e muitas outras funcdes
essenciais. O excesso de ferro é estocado na proteina de estoque ferritina ou exportado
novamente. Antes de ser exportado, a proteina hefaestina oxida o ferro de volta para a

forma Fe** para que ele possa ser carreado pela transferrina (Torti & Torti, 2013).
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Figura 1.2. Representagdo esquematica do metabolismo do ferro, retirado de Anderson
et al, 2012).

O ferro é cuidadosamente regulado para manter a homeostase em células
normais, 0 que ndo acontece em células cancerosas, que possuem uma maior demanda
de ferro para sobreviver. Por exemplo, o baixo progndstico de pacientes com cancer de
mama esta correlacionado com altos niveis 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 reaces que envolvem radicais livres potencialmente deletérias. Entre
essas esta a reacdo de Fenton, na qual o ferro ferroso doa um elétron em uma reagédo
com o peroxido de hidrogénio para produzir o radical hidroxil, uma espécie reativa de
oxigénio (ERO). Essa reacdo ndo somente pode danificar lipidios e proteinas, mas
também causar dano oxidativo ao DNA, incluindo modificacdes de base e quebras na
dupla-fita, podendo levar a mutacdes. Assim, o ferro é ser essencial, mas
potencialmente tdxico.

N&o existe nenhum consenso sobre 0s riscos intrinsecos, tolerancia e toxicidade
para quase todos os nanomateriais. E muito comum encontrar na literatura opinides
divergentes sobre a seguranca de um mesmo nanomaterial em um mesmo sistema
biolégico (Jones & Grainger, 2009). Isso pode ocorrer porque os testes toxicoldgicos
empregados sdo muito restritos e 0 microambiente celular pode ndo ser rigorosamente
controlado entre os grupos de pesquisa, 0 que pode levar a modificacdes epigenéticas

inesperadas que influenciam na resposta da célula em exposi¢do ao nanossistema.
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1.6 Nanoepigenética e toxicologia

Além das alteracbes gendmicas e ndo-gendmicas, 0s sistemas nanoestruturados
podem induzir modificacBes epigenéticas em sistemas bioldgicos. Diversos estudos
mostram essas alteracdes, mas nenhum apresenta relatos de toxicidade no nivel
epigenético durante exposicdo transiente de nanoparticulas in vitro, ou seja, apés a
cessdo do tratamento.

Os estudos sobre a interacdo de nanossistemas com as marcas epigenéticas sao
relativamente recentes, pois a nanotecnologia e a epigenética sdo areas de fronteira do
conhecimento. Choi et al (2008) demonstraram que quantum dots de telureto de cadmio
(CdTe) promovem a hipoacetilagdo global da histona H3 em células de cancer de mama
em cultivo, além de estresse oxidativo que induziu a morte das células, quando
administrados por 24h em concentracdo de 5ug/mL. Nanoparticulas de didxido de
silicone podem inibir a expressdo da proteina MBD (Dominio de Ligacdo a Metilacdo
de DNA, sigla em inglés) e das enzimas DNA metiltransferases DNMT1 e DNMT3A,
levando a uma hipometilacdo global de DNA em queratindcitos humanos em cultivo
tratados por 24h com 10ug/mL (Gong et al, 2010). Essas nanoparticulas também podem
induzir aumento da metilagdo do promotor do gene de reparo de DNA PARP-1,
diminuindo sua expressdo, no mesmo modelo celular sob mesmas condi¢des de
tratamento (Gong et al, 2012). Em um ensaio enzimatico foram identificados os sitios
de ligacdo da histona desacetilase 8 (HDAC8) com nanoparticulas de ouro, sugerindo
que estas particulas podem inibir a atividade da HDAC8 (Sule et al, 2008).
Nanoparticulas de ouro (AuNPs) podem também induzir alteracbes na expressao de
miRNAS in vitro e in vivo. Ng et al (2011) identificaram aumento da expressdo do mi-
155 em fibroblastos fetais humanos em cultivo e diminuicdo da expressdo do gene
PROS1 (que codifica uma proteina envolvida em coagulagdo sanguinea) quando as
células eram tratadas com 1nM de AuNPs por 48h e 72h. Mesmo nao tendo encontrado
diferencas no padréo de metilacdo do DNA, os autores correlacionam o aumento de
expressdo de mi-155 com alteragdes conformacionais e reorganizagdo da cromatina.
Balansky et al, 2013 detectaram expressdes anormais de 28 miRNAs em pulmdes de
fetos de camundongos, cujas maes foram expostas a 3.3mgAu/kg, por administracdo
intraperitoneal, nos dias 10, 12, 14 e 17 de gestacdo. A droga Gefitinib (usada no
tratamento de cancer de pulmao) exibiu maior atividade antitumoral em células de

carcinomas de pulméo e de pele em cultivo quando nanoencapsulada com PLGA, pois
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assim houve inducéo de histona acetiltransferases p300/CBP, levando a um aumento da
acetilacdo de histonas H3 (Kaur et al, 2013). Alguns trabalhos relatam também os
efeitos epigenéticos de nanoparticulas de causa ndo intencional (Stoccoro et al, 2013)
ou nanoparticulas carreadoras de moduladores epigenéticos (Chandran, 2014).

Tais estudos sugerem que alteraches epigenéticas possam ocorrer em
decorréncia de tratamento com nanoparticulas, independentemente da inducdo, ou nao,
de cito ou genotoxicidade. E possivel ainda que essas alteracdes epigenéticas sejam
transmitidas por varias geragdes, tanto por meio de divisdes celulares em sistemas in
vitro ou até mesmo por meio da prole, no caso de sistemas in vivo. Esses efeitos podem
ocorrer nas geracOes posteriores mesmo na auséncia do estimulo induzido pelas
nanoestruturas e, como ndo séo detectadas pelos testes de citotoxicidade frequentemente
empregados, podem levar a uma falsa ideia de que um nanomaterial ndo € téxico. Se
ocorrerem, essas modificaces epigenéticas herdadas podem ser estaveis ou reversiveis,
podendo levar a alteracGes morfoldgicas e funcionais nas células ou organismos a longo
prazo. Além disso, o padrdo de possiveis alteracGes epigenéticas induzidas por
nanomateriais pode diferir entre células normais e cancerosas, 0 que torna mais
complexa a avaliacdo de toxicidade entre tais tipos celulares.

Até o presente momento nao ha nenhum estudo sobre uma possivel “toxicidade
epigenética” causada por nanoestruturas que se propague por sucessivas geragoes
celulares, ap0s exposicdo transiente a nanomateriais. O presente trabalho justifica-se
pela necessidade de se avaliar o possivel efeito epigenético de tratamentos com
concentragfes ndo téxicas de nanoparticulas de ferro, que apresentam propriedades
particulares, como regulacdo metabdlica alterada em céancer, especialmente em células
de cancer de mama. Caso alteracdes epigenéticas sejam encontradas, sera necessario
avaliar se essas persistem ao longo das divisGes celulares ap6s exposicdo transiente as

nanoparticulas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de metilacdo global de DNA em células epiteliais de cancer de
mama (MCF-7) e células epiteliais ndo tumorais imortalizadas (MCF-10A) em cultivo
apos exposicdo transiente de nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com

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

3.1 Sintese das NPM-citrato

As nanoparticulas de maghemita (y-Fe,O3) foram sintetizadas e gentilmente
cedidas pela Profa. Emilia Celma de Oliveira Lima do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Goias. Para prepara-las, foi utilizado o método de co-
precipitacdo de Fe (1) e Fe (111) em solucdo aquosa pela reacdo de hidrolise alcalina e
posteriormente as nanoparticulas foram funcionalizadas pela adi¢édo de &cido citrico, de
acordo com Freitas et al. (2013). A magnetita foi precipitada pela dissolucédo de 2,089
de FeCl; e 5,22g de FeCl; em 380mL de &gua deionizada e, em seguida, adicionou-se
20mL de 25% NHj3 sob agitacdo vigorosa. Apés a sedimentacdo do precipitado com um
magneto permanente, o sobrenadante foi removido por decantacdo e 40mL de 2M
HNO; foram adicionados ao sedimento de cor preta, mantido sob agitacdo por 5min. A
completa oxidagdo da magnetita em maghemita foi realizada adicionando-se 60mL de
0,35M Fe(NO3)3 a mistura sob agitacdo em sua temperatura de ebulicdo por 1h. Apés a
sedimentacdo e lavagem com 2M HNOj3, o precipitado avermelhado foi disperso pela
adicdo de agua deionizada. Para a funcionalizacdo das nanoparticulas de maghemita, o
precipitado foi tratado com solugéo de &cido citrico a 0,05M sob agitacdo por 45min em
pH 5,0. As nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com citrato (NPM-citrato)
foram lavadas cinco vezes com acetona para remover o excesso de acido citrico e foram
secadas em fluxo de gas nitrogénio. As NPM-citrato foram dispersas em A&gua
deionizada e mantidas sob agitacdo por 24h. Depois, foram centrifugadas a 1000 RPM
por 2min e dispersas em tampédo PBS. O sobrenadante foi ajustado para pH 7,0 para
produzir amostras biocompativeis. O fluido magnético obtido foi armazenado a 4 °C e
possuia concentracao de 9,5mgFe/mL, que pode ser determinada através de difracdo de

raios-X segundo Freitas et al (2008).

3.2 Caracterizacdo Nanoscépica das NPM-citrato

Para as caracterizagbes das NPM-citrato em Microscopia Eletronica de

Transmissdo convencional (MET) e de alta resolucdo (HRTEM), Microscopia
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Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia de Forca Atdmica (AFM), o fluido
magnético (9,5mgFe/mL) foi diluido em &gua deionizada na propor¢cdo de 1:200 e
agitado vigorosamente por 20seg. As andlises de MET, HRTEM e MEV foram
realizadas no Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO Xerém/RJ) e as andlises de
AFM foram realizadas na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

3.2.1 Microscopia Eletronica de Transmissao - MET

Para a caracterizacdo em Microscopia Eletrbnica de Transmissdo, foram
espalhados 4pL da solucdo 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 anélises foram feitas em Microscépio Eletronico de Transmissdo a 80 KV
(Tecnai G2 Spirit, FEI). Para a determinacdo do tamanho médio da populacdo de
nanoparticulas, 400 imagens de nanoparticulas foram avaliadas quanto ao seu maior
diametro no Software de Analises de Imagens Image ProPlus™. A partir dos dados
obtidos, foi produzida uma curva de dispersdo entre o didmetro medio das
nanoparticulas e a frequéncia destas. O pico da dispersdo gaussiana destes dados foi
considerado o tamanho médio das nanoparticulas. A avaliacdo do tamanho médio das
NPM foi realizado somente nas imagens de MET pois estas imagens apresentam a
menor distorcdo do objeto avaliado, em comparacdo com as outras técnicas de analise

microscopica.

3.2.2 Microscopia Eletronica de Transmisséo de Alta Resolugdo - HRTEM

Para a caracterizacdo em Microscopia Eletronica de Transmisséo de Alta
Resolucao, foram espalhados 10uL da solucdo contendo as NPM-citrato em telinhas de
cobre de 400 mesh para alta resolugdo (ultrathin carbon film supported by a lacey
carbon film grid, Ted Pella, Inc) e deixadas secar overnight dentro de placas de Petri.
As analises foram feitas em Microscopio Eletronico de Transmissdo de Alta Resolugédo
a 200 KV (JEOL 2100 F).
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3.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV

Para a caracterizacdo em Microscopia Eletronica de Varredura, foram
espalhados 30uL da solucdo contendo as NPM-citrato sobre suporte metalico de
amostras para Microscopia Eletronica de Varredura (stub), previamente limpo e com a
superficie polida. Em seguida, o suporte contendo a amostra foi mantido em placa de
Petri com silica ativada, overnight, sob temperatura ambiente, para a secagem do
material. Ap0s o processo de secagem, as NPM-citrato foram recobertas com 5nm de
ouro e entdo visualizadas em Microscopio Eletronico de Varredura a 5KV (Quanta FEG
450, FEI).

3.2.4 Microscopia de Varredura por Sonda/Forca Atémica (AFM)

Para a caracterizacdo em Microscopia de Varredura por Sonda, foram
depositadas em mica, coberta ou ndo com poli-L-lisina, 15uL da solugdo contendo as
NPM-citrato e deixada secar overnight a temperatura ambiente dentro de uma placa de
Petri ou em um dessecador antes da realizacdo das analises. As amostras foram
analisadas no Microscopio de Forca Atdmica 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 superficie das
NPM-citrato em meio aquoso, foram realizadas medicdes periddicas do seu diametro
hidrodinamico e potencial zeta. Aliquotas das NPM-citrato (9,5mgFe/mL) foram
mantidas a 4 °C, a temperatura ambiente (TA) e a 37 °C em microtubos esterilizados
durante 12 meses. Cada uma das amostras foi diluida em agua deionizada (1:50) e em
tampédo PBS (1:50) e as medic¢Oes do diametro hidrodindmico e do potencial zeta das
NPM-citrato foram realizadas a cada 30 dias durante seis meses ap0s a sintese e mais
uma medigdo 12 meses apos a sintese. O diametro hidrodindmico foi determinado por
meio de espalhamento dindmico de luz e o potencial zeta por mobilidade eletroforética

no aparelho ZetaSizer (Nano ZS, Malvern Instruments Ltd., UK). As medic¢Ges foram
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realizadas em triplicata e os dados referentes ao didmetro hidrodindmico foram

realizados em angulo de medic&do de 90° e sdo apresentados por dispersdo numérica.

3.4 Cultivo celular

As células MCF-7 (ATCC® HTB-22™) ¢ MCF-10A (ATCC®CRL-10317™)
foram gentilmente doadas pela profa. Dra. Maria Mitzi Brentani (Universidade de S&o
Paulo - USP). As células MCF-7 foram cultivadas em meio GIBCO® Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com uma concentracdo final de 10%
de soro fetal bovino (GIBCO) e 1% de solucdo de antibioticos 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
concentracéo final de 5% de soro de cavalo (GIBCO), 20ng/mL de fator de crescimento
epidermal (SIGMA), 0,5ug/mL de hidrocortisona (SIGMA), 100ng/mL de toxina
colérica (SIGMA), 10ug/mL de insulina humana (SIGMA) e 1% de solucdo de
antibidticos penicilina/estreptomicina (GIBCO). Os cultivos foram mantidos em
incubadora com atmosfera umidificada a 37 °C e com 5% de CO,. Durante 0s
experimentos, as exposicdes as NPM-citrato foram realizadas em células entre a terceira
e a quinta passagem e a confluéncia dos cultivos variaram entre 60%-95%. Para garantir
0 nimero de passagens ao longo periodo de estudo, aliquotas de células foram
produzidas e mantidas em tanque de nitrogénio liquido.

3.5 Perfil citotéxico/citostatico das NPM-citrato

A fim de determinar o perfil citotoxico/citostatico das NPM-citrato e detectar as
concentragOes sub-letais IC-10 e 1C-20, foram realizados dois ensaios independentes: a
exclusdo de viabilidade por contagem de células coradas com Azul Tripan e o ensaio de

citotoxicidade pela detecgdo da Lactato Desidrogenase (LDH).

3.5.1 Perfil de viabilidade celular por coloracdo com Azul Tripan

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

atravessa e deposita-se apenas no citoplasma de celulas com membranas plasmaticas
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ndo-integras, enquanto ndo atravessa células com membranas plasmaticas integras.
Dessa forma, podem-se distinguir células mortas (coradas em azul) de células vivas
(ndo coradas). Foi adotado o protocolo utilizado por Reich-Slotky et al (2008), com
modificacdes. Primeiramente, 50.000 células MCF-7 e MCF-10A foram semeadas em
placas de poliestireno de 12 pocos e mantidas em incubadora a 37 °C e com 5% de CO,
durante 24h. Depois, as células foram expostas & uma solucdo de meio de cultivo
contendo NPM-citrato por mais 24h, com as seguintes concentragdes finais de ferro: 10,
30, 60, 100, 300, 600 e 900ug/mL. Para o controle, que representa 100% de viabilidade,
as células foram incubadas com uma solucao de meio de cultivo e tampédo PBS também
por 24h. A razéo entre o volume de meio de cultivo em relagdo ao volume de tratamento
foi igual em todas as condi¢Bes. Apos a incubacdo, o sobrenadante foi coletado em
tubos conicos de 15mL e as células foram soltas do fundo dos pocos mediante solucéo
de tripsina-EDTA (GIBCO) por 5min a 37 °C. As suspensbes de células foram
adicionadas aos seus respectivos sobrenadantes para inativagdo da tripsina-EDTA e
centrifugadas a 1000 RPM por 3min. Para garantir que todas as ceélulas foram coletadas,
todas os pocos foram visualizados cuidadosamente em microscopio invertido e
recoletadas, quando necessario. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas em 1mL de meio de cultivo. Uma aliquota de 10uL dessa suspenséo foi
coletada e homogeneizada com 40uL de solucdo de Azul Tripan a 0,4% (Merck). Dessa
solucdo, 10uL foram aplicados em hematocitémetro (GIBCO) com auxilio de laminula,
permitindo a contagem de células viaveis e ndo-viaveis. Este experimento foi realizado

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

3.5.1.2 Analise Estatistica

Para estimar a quantidade de células por amostra, 0 numero médio de células
contadas por quadrante foi multiplicado por 50000. Para cada grupo experimental
(controle; tratamento 30ug/mL,; tratamento 60pug/mL) a média aritmeética das contagens
foi obtida e avaliadas em uma dispersdo entre a viabilidade celular e a concentracéo de
NPM-citrato. Para a determinagdo do indice de citotoxicidade (IC10 e 1C20), uma
regressdo nao linear entre o percentual de reducdo da viabilidade celular e a
concentracdo logaritmica das NPM-citrato foi obtida no Software GraphPrism™. A
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interpolacdo da regressao ndo linear no grafico permite a obtencéo dos valores de IC10
e 1C20.

3.5.2 Ensaio de detec¢do da lactato desidrogenase (LDH)

A lactato desidrogenase € uma enzima citosoOlica estavel, que catalisa a
interconversdo de lactato e piruvato, e s6 é liberada no meio extracelular mediante lise
da membrana plasmatica. O ensaio de deteccdo da atividade de lactato desidrogenase,
baseia-se no principio que esta enzima, quando liberada no sobrenadante do cultivo
pelas células mortas, promove a conversao do sal de tetrazolio em cristais de formazan
vermelhos, que podem ser detectados por absorbancia em espectrofotdmetro
(Mahmoudi et al, 2012). Este ensaio foi escolhido, pois apresentou baixa interferéncia
com as NPM-citrato e, por avaliar a integridade da membrana plasmaética ap6s o0s
tratamentos, permitiu confirmar os dados obtidos pela coloracdo com Azul Tripan e
determinar se o efeito das NPM-citrato € citotdxico ou citostatico. Para a realizacdo do
experimento, foram semeadas 10.000 células MCF-7 e MCF-10A em placas de
poliestireno de 96 pocos e mantidas em incubadora a 37 °C e com 5% de CO, durante
24h. Depois, as células foram expostas a uma solucdo de meio de cultivo contendo
NPM-citrato por mais 24h, nas mesmas concentracdes finais de ferro descritas na secéo
3.5.1.1. Para os controles negativo (100% de viabilidade) e positivo (0% de
viabilidade), as células foram incubadas com uma solucdo de meio de cultivo e tampéo
PBS também por 24h. A razédo entre o volume de meio de cultivo em relacdo ao volume
de tratamento foi igual em todas as condi¢des. Apos a incubacdo, foi realizado o teste
colorimétrico de deteccdo da lactato desidrogenase (LDH) de acordo com as instrugdes
do fabricante (Cytotox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, Promega).
Primeiramente, as placas foram centrifugadas a 250g por 4min e 40uL do sobrenadante
dos tratamentos e do controle negativo foram transferidos para outra placa de
poliestireno de 96 pocos. As células do controle positivo foram lisadas utilizando-se
20pL da solucéo de lise do kit e incubadas por 1h & 37 °C. A lise completa das células
foi verificada em microscopio invertido e 40uL do sobrenadante do controle positivo
também foram coletados. Em seguida, 40puL do substrato da LDH foram adicionados
aos pocos e a reacdo foi incubada por 30min a temperatura ambiente ao abrigo da luz.

Depois, foram adicionados 40uL do tampdo de parada e a absorbancia do comprimento
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de onda de 490nm foi detectada pelo espectrofotémetro SpectraMax M2 (Molecular
Devices, USA). Para realizar o calculo da porcentagem de LDH liberado pelas células, a
densidade dptica (OD) dos controles e dos tratados foi subtraida dos seus respectivos
brancos (NPM-citrato em diferentes concentracdes sem a presenca de células). A OD
dos tratados foi entdo subtraida 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 avaliacio epigenética (se¢des 3.7-3.11)

A fim de detectar as alteracbes epigenéticas que ocorrem apds a cessdo do
estimulo promovido pela exposicdo das células as NPM-citrato, 0s experimentos
descritos nas secOes 3.7-3.11 foram realizados conforme ilustrado a seguir (Fig. 3.1).
Primeiramente as células foram semeadas e mantidas em incubadora a 37 °C e com 5%
de CO, durante 24h. Esse processo é apresentado nos graficos como -48h. Depois, as
células foram expostas a uma solucdo de meio de cultivo contendo PBS (controle) ou
NPM-citrato com as concentracfes finais de ferro 30 e 60pug/mL por mais 24h. Essas
concentracdes foram escolhidas, pois séo valores proximos aos IC10 e 1IC20 de MCF-7
e MCF-10A, conforme descrito na se¢do Resultados. Esse processo é apresentado nos
graficos como -24h. A raz&o entre o volume de meio de cultivo em relagdo ao volume
de tratamento foi igual em todas as condi¢bes. Apos a incubacdo, o sobrenadante foi
descartado, as células foram lavadas com tampdo PBS duas vezes para remover o
excesso de NPM-citrato e foi adicionado novo meio de cultivo. As células foram entdo
analisadas imediatamente (Oh) ap6s ou 24, 48, 72 e 96h ap6s a substituicdo do

tratamento pelo meio de cultivo (0, 24, 48, 72 e 96, respectivamente).
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(96h) (96h) ﬁ (96h) ﬁ

Figura 3.1. Desenho experimental dos ensaios das se¢Oes 3.7-3.10. As células foram
semeadas (1) e tratadas com meio de cultivo contendo PBS (2a), NPM-citrato
30pgFe/mL (2b) ou NPM-citrato 60ugFe/mL (2c¢). Os tratamentos foram substituidos
por meio de cultivo (3) e as células foram analisadas Oh, 24h, 48h, 72h e 96h apds a

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

3.7 Dinamica de proliferacéo celular

A deteccdo automatizada do indice de biomassa celular (indice celular) em
tempo real foi realizada por meio de impedancia eletrénica no sistema XCELLigence™
(Roche/ACEA) e a dinamica de proliferacdo foi analisada no software RTCA
(Roche/ACEA). Aproximadamente 5000 células MCF-7 e MCF-10A foram semeadas
em placas E-Platel6 (Roche/ACEA) e mantidas por 30min no fluxo laminar para a
decantacdo das células. Primeiramente, a proliferacdo celular foi analisada durante 24h
sem a exposicdo as NPM-citrato. Em seguida, o sistema de detec¢do foi interrompido e
as células foram expostas as NPM-citrato (30 e 60ugFe/mL) por 24h. O sistema foi
interrompido novamente e a solucdo de NPM-citrato foi removida, os pogos foram
lavados com tampdo PBS, foi adicionado 200uL de meio de cultivo e a dindmica de

proliferacdo foi analisada por mais 96h. Os dados de proliferacdo celular s&o
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apresentados de acordo com o tempo em funcdo do indice celular, que é uma medida
arbitréria e indica quantidade e espalhamento de células no fundo dos pogcos. Também
foram realizadas analises de tempo de duplicacdo 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 Analise Estatistica

A anélise estatistica do tempo de duplicacdo celular foi realizada de duas
maneiras: (1) em intervalos de 24h e (2) durante todo o periodo do experimento. Para
(1) foram procedidas anélises de variancia de dois fatores entre os dados de tempo de
duplicacdo celular obtidos (ANOVA two-way com pdés-teste Tukey). Os intervalos de
confianca nesta analise foi de 95%, com p=0,05. Para (2) foi calculada a area sob a

curva, no software GraphPrism™.

3.8 Deteccao de ferro intracelular

Para determinar o perfil de interiorizacdo das NPM-citrato nas células e se estas
eram identificadas no ambiente intracelular durante todo o experimento, foi realizado o
ensaio de deteccdo de ferro por meio da reacdo do Azul da Prussia. Aproximadamente
1.000 células MCF-7 e MCF-10A foram semeadas em placas de 6 pogos sobre
laminulas autoclavadas e procedeu-se conforme descrito na se¢do 3.6. As células
tratadas e ndo tratadas foram fixadas em metanol gelado por 3min. O fixador foi entéo
removido e as laminulas foram deixadas para secar em temperatura ambiente. A solucao
recém preparada de ferrocianeto de potassio 4% e acido cloridrico 4% em proporcdo 1:1
foi adicionada por 15min. As laminulas foram lavadas duas vezes com agua deionizada
e o corante de contraste vermelho neutro 0,5% foi adicionado por 2min. As células
foram novamente lavadas duas vezes com agua deionizada, deixadas secar a
temperatura ambiente e as laminulas foram montadas em laminas com verniz vitral.

Este experimento foi realizado em dois ensaios independentes em duplicata (N=4).
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3.9 Andlise ultraestrutural em Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET) de células MCF-7 tratadas com NPM-citrato

Para confirmar a interiorizacdo das NPM-citrato pelas células MCF-7 e
identificar sua sublocalizagdo celular foi realizada a microscopia eletronica de
transmissao (Jeol, JEM-2100) na Universidade Federal do Goids (UFG). Foram
semeadas 10° células MCF 7 em garrafas de cultivo de 25cm? e submetidas & estratégia
descrita em 3.6 (tratamento: 60ugFe/mL; tempo: 48h). As células foram tripsinizadas,
lavadas 2X com PBS aquecido (37 °C) para retirar o meio de cultivo e fixadas em
fixador Karnovski 0,1M por 24h a 4 °C. Depois foram lavadas com tampd&o cacodilato
de sodio (CaCo) 0,1M 2X por 10min. As células foram pds-fixadas com ferrocianeto de
potassio e tetroxido de 6smio (1:1) por 30min ao abrigo da luz. A amostra foi lavada
novamente 2X com CaCo e 1X com agua destilada. As células foram desidratadas em
concentragdes crescentes de acetona (50%, 70%, 90% e 2X 100%) por 10min em cada
concentragdo. Posteriormente, foi realizada a infiltragdo da resina Spurr (Sigma) em
concentracdes 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 entdo mantida a 65 °C por 72h. A
amostra, uma vez incluida no bloco de resina, foi cortada (cortes semi-finos e ultra-

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

3.10 Perfil de metilacdo global de DNA de células MCF-7 e MCF-10A
tratadas com NPM-citrato

A fim de detectar a cinética de metilacdo global de DNA ap6s a cessdo da
exposicdo das células as NPM-citrato, foi realizado o ensaio de quantificacdo de
metilacdo de DNA por meio do kit MethylFlash™ (Epigentek), segundo as orientacdes
do fabricante. Primeiramente, 50.000 células MCF-7 e MCF-10A foram semeadas em
placas de poliestireno de 12 pogos e procedeu-se conforme descrito na secdo 3.6. O
DNA gendmico das células foi extraido por meio do reagente DNAzol (Invitrogen) de
acordo com as orientagbes do fabricante. Ap6s a incubacdo, o meio de cultivo foi
removido e foram adicionados 500uL de DNAzol diretamente nos pocos a temperatura
ambiente. Procedeu-se entdo a homogeneizacao cuidadosa para lisar as células e para
que os sais de guanidina interagissem com o DNA, facilitando sua precipitagdo. O

lisado celular foi coletado em microtubos de 1,5mL e foram adicionados 250uL de
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etanol 100% gelado. A reacdo foi homogeneizada por inversdo até a visualizacdo do
precipitado e incubada por 3min a temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas a 4000g por 2min & 4 °C e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente,
o0 pellet de DNA foi lavado duas vezes, atraves da adi¢do de 1mL de etanol 70% gelado
e centrifugacdo a 4000g por 2min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as amostras
foram deixadas para secar por 10min com os microtubos abertos a temperatura
ambiente. O DNA foi ressuspendido em 30uL de &gua deionizada. As amostras foram
quantificadas por meio de espectrofotometria no NanoDrop (Thermo) e uma aliquota de
cada amostra foi ajustada para 50ng/pL. Para a deteccdo de metilacdo global de DNA,
foram aplicados 80uL da solucdo de ligacdo e 2uL das amostras, 1uL do controle
negativo e 1uL dos controles positivos nos pocos da placa de 96 pogos com alta
afinidade por DNA. Foram utilizados 5 controles positivos (0,5;1,0;2,0;5,0;10,0ng/uL)
para a construcdo da curva padrdo. Os pocos foram selados com Parafilm M e incubadas
a 37 °C por 90min. A solucdo foi entdo descartada e os pocos foram lavados com
tampéo de lavagem por trés vezes. Foram adicionados 50pL do anticorpo de captura
(1:1000), que foi incubado por 1h a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e os pocos foram lavados com tampdo de lavagem por trés vezes. Em
seguida, foram adicionados 50uL do anticorpo de deteccdo (1:2000), que foi incubado
por 30min & temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e os pogos foram
lavados com tampao de lavagem por quatro vezes. Foram adicionados 50pL da solugéo
de amplificacdo de sinal (1:5000), que foi incubada por 30min a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi descartado e os pogos foram lavados com tampéo de lavagem por
cinco vezes. Para detectar o sinal da metilacdo global de DNA, foram adicionados
100uL da solucdo de desenvolvimento, que foi incubada por 10min a temperatura
ambiente ao abrigo da luz. Posteriormente, foram adicionados 100uL de solucdo de
parada e as amostras foram transferidas para uma placa de 96 pogos de poliestireno para
a leitura da absorbancia (450nm) em espectrofotdmetro SpectraMax M2 (Molecular
Devices, USA). Este experimento foi realizado em dois ensaios independentes em
triplicata (N=6).
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3.10.1 Analise Estatistica

Para determinar a quantidade de DNA metilado no genoma em porcentagem,
primeiramente foi construida uma curva padrdo com os valores de densidade Optica
(OD) e a concentracdo definida dos controles positivos. Posteriormente foi determinado
a inclinacdo da curva a partir da regressao linear por meio do software Microsoft Excel.
Depois, as ODs das amostras foram subtraidas da média da OD do controle negativo e
divididas pelo valor da inclinacdo da curva multiplicado por 2. Os valores ja se
encontravam em porcentagem, pois foram adicionados em cada po¢o 100ng de DNA.
Os gréficos relativos a metilacdo global foram analisados de duas formas: (1) agrupados
em funcdo do tempo de observacdo, onde foram procedidas analises de variancia de dois
fatores entre os dados de metilacdo obtidos (ANOVA two-way com pos-teste Tukey); e
(2) analises de regressao linear entre as concentracdes de NPM utilizadas e a metilacdo
observada, onde foram calculados os dados de correlacdo de Pearson entre estas duas
variaveis (concentracdo de NPM-citrato e metilagcdo global). Os intervalos de confianca

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

3.11 Analise do acumulo de transcritos correspondentes aos genes de DNA
metiltransferases

Apl6s a cessdo da exposicdo das NPM-citrato as células, foram semeadas
200.000 células em placas de poliestireno de 6 pogos e procedeu-se conforme descrito
na secdo 3.6. O RNA total das células foi extraido por meio do kit de extracdo de RNA
Illustra RNAspin Mini (GE Healthcare), segundo as orientacBes do fabricante. As
células MCF 7 foram coletadas por meio de tripsinizacdo e centrifugadas por 3min a
1000 RPM. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado ao pellet 350uL de tampéao
de lise e 3,5uL de B-mercaptoetanol. As amostras foram homogeneizadas e filtradas em
colunas de filtragem, por meio de centrifugacdo a 11000g por 1min. A solucdo foi
transferida para microtubos de 1,5mL livres de RNAse e foram adicionados 350uL de
etanol 70% gelado e homogeneizado 2 vezes por 5seg. As amostras foram entdo
aplicadas em colunas de silica e centrifugadas por 30seg a 8000g. O fluido foi
descartado e foram adicionados 350uL de tampédo de dessalinizacdo diretamente nas
colunas, que foram centrifugadas a 11000g por 1min. O fluido foi descartado e as

amostras foram tratadas com 95uL de solucdo contendo DNASse e incubadas por 20min

45



a temperatura ambiente. Posteriormente, 200uL de tampédo de inativacdo da DNAse
foram adicionados as colunas, que foram centrifugadas a 11000g por 1min. Depois, as
colunas foram lavadas duas vezes com tampdo de lavagem (600puL + 250upL) e
centrifugadas a 11000g por 2min. As colunas foram transferidas para microtubos de
1,5mL livres de RNAse e as amostras foram eluidas em 40uL de agua deionizada livre
de nucleases e armazenadas & -80 °C. As amostras de RNA foram quantificadas por
espectrofotometria em NanoDrop (Thermo) e suas integridades foram avaliadas por
eletroforese em gel de agarose 1% em tampdo TAE 1X em condigdes livres de RNAse.
Para a obtencdo dos cDNAs, as reacdes de transcricdo reversa foram empregadas
utilizando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems),
de acordo com orientagdes do fabricante. Para isso, 10pL do 2X RT Master Mix (2,0uL
de 10X RT Buffer; 0,8uL de 25X dNTP Mix; 2,0uL 10X RT Random primers; 1,0uL
de MultiScribe™ Reverse Transcriptase; 1,0uL de RNAse Inhibitor; 3,2uL de agua
livre de nuclease) foram adicionados em cada uma das amostras de RNA total (1ug de
RNA em 10pL de agua). A reacdo de transcrigdo reversa foi realizada em termociclador
Veriti® (Applied Biosystems) sob as seguintes condi¢des: 10min a 25 °C; 120min a 37
°C; 5min a 85 °C. As amostras foram diluidas em proporcao 1:4 (20uL de RNA + 60uL
de agua livre de nuclease) e armazenadas a -20 °C. Os cDNAs resultantes foram
utilizados como molde para amplificacdo dos genes de interesse. A quantificacdo dos
RNAs mensageiros presentes nas diferentes condicdes 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, 2puL dos cDNAs; 5uL do SYBR® Green Master
Mix; 0,2uL do primer forward (10puM); 0,2uL do primer reverse (10uM) e 2,6uL de
agua foram aplicados por poco em placas de 96 pocos MicroAmp® Fast Optical
(Applied Biosystems). As reacdes de PCR quantitativo foram realizadas no
equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) sob as seguintes
condigdes: 50 °C por 20seg; 95 °C por 10min; 40 ciclos de 95 °C por 15seg e 60 °C por
1min; 95 °C por 15seg, 60 °C por 1min; 95 °C por 30seg e 60 °C por 15seg. Antes das
reacOes de quantificacdo da expressdo génica, foi realizada a curva de eficiéncia dos
primers, onde foi identificado que o GAPDH poderia ser usado como controle
enddgeno, pois seus valores de Ct (Cycle Threshold) ndo variaram significativamente
entre as amostras. Os iniciadores foram obtidos da empresa Eurofins e suas sequéncias

estdo ilustradas na tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia e tamanho do amplicon dos iniciadores de polimerizacdo para 0s

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 Anélise Estatistica

Para analisar os dados de acumulo de RNAs mensageiros foi utilizado o método
do 274 (Schmittgen & Livak, 2001). Os valores de quantificacdo relativa (RQ),
quantificacdo relativa minima (RQmin) e quantificacdo relativa maxima (RQmax) de
cada uma das amostras dos dois experimentos independentes foi coletado. Foi realizada
uma normalizacdo entre as amostras de cada um dos tempos e Seus respectivos
controles, sendo que dessa forma, cada um dos controles dos diferentes tempos possuem
quantificacdo relativa igual a 1 (RQ=1). O desvio padrdo é dado de acordo com o0s
valores de RQ, RQmin e RQmax. Os dados de acimulo de transcritos foram analisados
em funcgdo do tempo de observacao, onde foram procedidas anélises de variancia de dois
fatores entre os dados de metilagdo obtidos (ANOVA two-way com pos-teste Tukey).
Os intervalos de confianca nestas analises 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 Caracterizacdo nanoscopica das NPM-citrato

Para determinar as caracteristicas nanoscopicas das NPM-citrato, foram
utilizadas as microscopias de transmissdo convencional (MET), de transmissdo de alta
resolucdo (HRTEM), de varredura (MEV) e de forca atbmica (AFM). As
fotomicrografias mostram que as NPM-citrato apresentaram morfologia esférica com
superficie irregular (4.1 A,C e 4.1) e 10nm de diametro em média (Fig. 4.1 B). Na
figura 4.3 pode-se observar a estrutura cristalina das NPM, evidenciando os planos
paralelos de organizacdo dos Oxidos de ferro nas nanoestruturas. A estabilidade das
NPM-citrato em fluidos em funcéo do tempo e da temperatura foi realizada por meio de
analises de didmetro hidrodindmico, potencial zeta e indice de polidispersdo em meio
aquoso (agua e PBS). Esses estudos foram realizados durante 12 meses e aliquotas de
NPM-citrato foram mantidas a 4 °C, a temperatura ambiente (TA) e a 37 °C. Nao foi
possivel avaliar os parametros de tamanho, carga e homogeneidade da amostra mantida
a 37 °C 360 dias ap06s a sintese, pois seu contetdo aquoso havia evaporado. Quanto ao
tamanho, as NPM-citrato apresentaram didmetro hidrodindmico entre ~30nm e ~60nm
tanto em agua quanto em PBS, com variagdo minima quando mantidas a 4 °C e
dispersas em PBS (16,225nm) e variacdo maxima quando mantidas a 37 °C e dispersas
em agua (31,91nm), conforme mostra a figura 4.4 (A e B). Quanto ao potencial zeta, as
NPM-citrato apresentaram potencial zeta de ~~40mV em agua e =~-25mV em PBS, com
variacdo minima quando mantidas a 37 °C e dispersas em PBS (|1,83|mV) e variacdo
maxima quando mantidas a temperatura ambiente e dispersas em &agua (|12,66|mV),
conforme mostra a figura 4.4 (C e D). Quanto a homogeneidade do fluido magnético, as
NPM-citrato apresentaram indice de polidispersao < 0,3 tanto em agua quanto em PBS,
com variacdo minima quando mantidas a 37 °C e dispersas em PBS (0,009) e variacdo
méaxima quando mantidas a 37 °C e dispersas em agua (0,029), conforme mostra a
figura4.4 (E e F).
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Figura 4.1. Caracterizagdo das nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com
citrato. A. Eletromicrografia de Transmissdo. Barra de escala: 200nm. B. Histograma do
diametro de 1000 nanoparticulas contadas, com média de 10nm. C. Eletromicrografia de
Varredura. Barra de escala: 500nm. D. Modelo da organizacdo da cobertura de citrato
na superficie das nanoparticulas de maghemita, evidenciando os grupamentos carboxila,
de acordo com (Cheraghipour et al, 2012).

50



I 1
0o 2 forgiouce Enot o

Figura 4.2. Fotomicrografia obtida por microscopio de forca atdmica das nanoparticulas
de maghemita funcionalizadas com citrato. A superficie das NPM-citrato apresenta
morfologia esférica com irregularidades. Barra de escala: 307,6nm.
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Figura 4.3. Eletromlcrograﬂa de Transmisséo de Alta Resolugao das nanopartlculas de
maghemita funcionalizadas com citrato. O circulo vermelho evidencia o nicleo de uma
nanoparticula de maghemita. E possivel visualizar a estrutura cristalina caracteristica de
Oxidos de ferro. A seta indica a cobertura de citrato. Barra de escala: 5nm.
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Figura 4.4. Anélise de estabilidade das nanoparticulas de maghemita funcionalizadas
com citrato ao longo de 360 dias ap0s a sintese. As amostras foram mantidas em 4 °C,
temperatura ambiente ou 37 °C e foram realizadas as medi¢Oes de diametro
hidrodinamico em agua (A) e em PBS (B), potencial zeta em agua (C) e em PBS (D) e
indice de polidispersdo em agua (E) e em PBS (F).
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4.2 Perfil citotdxico/citostatico das NPM-citrato

Para determinar as concentracGes de NPM-citrato que causavam redugdo na
viabilidade celular e/ou inibicdo da proliferacdo das células MCF-7 e MCF-10A em
10% e 20% (IC10 e 1C20), foi realizado o ensaio de exclusédo de viabilidade por meio de
contagem de células coradas com Azul Tripan. As células expostas a diferentes
concentracdes de NPM-citrato foram avaliadas e assim foi possivel construir a curva de
viabilidade celular.

A Figura 4.5 mostra que o nimero absoluto de células MCF-7 e MCF-10A vivas
apos 24h de exposicdo as NPM-citrato reduziu conforme se aumentava a concentracao
de NPM-citrato no meio de cultivo (10-600pugFe/mL). Esses dados permitiram construir
uma curva de viabilidade (Fig. 4.6) e assim foram determinadas as IC10 de MCF-7
(27,85ugFe/mL) e de MCF-10A (20,44pugFe/mL) e as 1C20 de MCF-7 (56,88ugFe/mL)
e de MCF-10A (58,73ugFe/mL). Essas concentracGes sub-letais foram escolhidas para
andlise, pois sabe-se que altas concentracdes de ferro induzem a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERQ), que por sua vez induzem hipometilacdo global (Franco et
al, 2008). Para evitar que o efeito induzido pelas ERO mascarasse o efeito induzido
pelas NPMs, foram escolhidas as concentragdes IC10 e 1C20. As células MCF-7 e
MCF-10A mortas também foram contadas, porém ndo foi detectado aumento em seu
namero de forma concentracdo-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 fendmenos bioldgicos descritos a seguir: as NPM-citrato induziam a morte
celular imediata, mas as células mortas ndo poderiam ser identificadas ao microscépio,
pois as membranas plasmaticas foram rompidas ou as NPM-citrato induziam um retardo
no ciclo celular durante as 24h de sua exposicao, o que explicaria a diminuic¢do na curva
de viabilidade de forma concentracdo-dependente e o baixo e constante nimero de
células mortas detectada no ensaio. Por isso, foi adotado o método de avaliacdo de
morte celular por rompimento da membrana plasmatica, por meio da detec¢do da
atividade da lactato desidrogenase presente no meio extracelular. A figura 4.7 mostra
que as NPM-citrato ndo induziram morte celular em proporgdes significativas em
nenhuma das concentracfes testadas, tanto em MCF-7 quanto em MCF-10A. Esses
resultados sugerem um efeito citostatico em MCF-7 e MCF-10A das NPM-citrato em

24h de exposicéo.
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Figura 4.5. Contagem de células com auxilio do corante azul Tripan. As células foram
tratadas com NPM-citrato (10-600ugFe/mL) por 24h e as células vivas e mortas foram
contadas em hematocitémetro. H4 uma diminuicdo no namero de células vivas (MCF-7
e MCF-10A) de maneira concentracdo-dependente, mas nao foi observado aumento
significativo do niumero de células mortas em nenhum dos tipos celulares analisados.
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Figura 4.6. Curva de viabilidade celular ap6s tratamento com NPM-citrato (10-
600ugFe/mL) por 24h. Foi realizada a transformacdo logaritmica apos a normalizacao
dos dados da figura 4.5 para obtencdo das IC10 e IC20 em MCF-7 e MCF-10A.
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Figura 4.7. Ensaio de citotoxicidade por deteccdo da enzima Lactato Desidrogenase
(LDH). As células MCF-7 e MCF-10A foram expostas as NPM-citrato (10-
600ugFe/mL) durante 24h e a enzima LDH do sobrenadante das células foi quantificada
por ensaio colorimétrico. Ndo foi observada citotoxicidade por rompimento da
membrana plasmatica em nenhuma das concentracdes testadas.

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

Antes dos ensaios de investigacdo epigenética foi realizado um estudo da
dindmica de proliferagdo celular durante as trés fases da estratégia experimental: antes
da exposicdo as NPM-citrato, durante a exposicao e apds a cessdo da exposicdo. Esse
estudo foi realizado para identificar se as NPM-citrato interferem no proliferacao celular
mesmo ap6s sua remogdo. Com base nas IC10 e 1C20 das células MCF-7 e MCF-10A,
descritas na secdo anterior, expOs-se as células a 30pgFe/mL e 60ugFe/mL e essas
concentracdes também foram adotadas para os proximos experimentos. A Figura 4.8
mostra que os perfis de proliferacdo celular de MCF-7 e MCF-10A em funcdo do
tempo. Durante o periodo de adaptacdo celular (-48h a -24h; Fig. 3.1), durante o qual
ndo houve exposicdo de NPM-citrato, as células MCF-7 e MCF-10A apresentaram
dindmica de crescimento celular semelhante. Durante o periodo de tratamento (-24h a
Oh; Fig. 3.1), as NPM-citrato inibiram a proliferacdo celular, tanto das MCF-7 quanto
das MCF-10A, corroborando os dados obtidos nos experimentos descritos na sec¢éo 4.2.
Apos o periodo de tratamento, a solugdo de meio de cultivo contendo NPM-citrato foi
cuidadosamente substituida por meio de cultivo, mas ainda assim esse processo refletiu

em uma perda de células, evidenciado pela perturbacéo no indice celular no tempo Oh
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(Fig. 4.8). Apbs a cessdo da exposicdo das NPM-citrato, as celulas apresentaram
diferentes perfis de proliferacdo. A taxa de proliferacdo das células MCF-7 foi crescente
e constante, tanto no controle quanto nos tratados e a taxa de proliferacdo das células
MCF-10A foi crescente até 24h no controle e no tratado com 30ugFe/mL e até 48h no
tratado com 60pgFe/mL. Depois desses tempos, a taxa de proliferacdo das células
MCF-10A decresceu, indicando morte celular. Além disso, pode-se verificar que as
células MCF-7 expostas as NPM-citrato, mesmo apds a substituicdo da solucdo de
tratamento por meio de cultivo, apresentaram aumento na proliferacdo em relacdo ao
controle, de forma concentracdo-dependente. A fim de confirmar esse fenémeno, foi
analisado o tempo de duplicacéo celular por meio do software Real Time Cell Analyzer
- RTCA (Roche). Posteriormente foi realizada uma analise do IC50 tempo-dependente
apos a cessao da exposicdo de NPM-citrato, que sugere que as células MCF-7 se
tornaram mais resistentes apos a retirada do tratamento. A figura 4.10 mostra que o
IC50 tempo-dependente obteve seu maximo ponto aproximadamente 72h apos a retirada
do tratamento (72h). O IC50 é definido como a concentra¢do de uma substancia que
inibe a proliferacdo celular in vitro em 50%. O aumento do IC50 em 72h indica que sdo
necessarias mais NPM-citrato para inibir o crescimento celular. N&o foi possivel realizar
as andlises de tempo de duplicacdo e de 1C50 tempo-dependente em células MCF 10A,

devido ao perfil de proliferacdo dessas células.

56



® Controle
® 30pg/mL
® 60pug/mL

indice celular
S
L

-96 -72 -48 -24 0 24 48 72 96 120 144
Tempo (h)

® Controle
® 30pg/mL
67 ® 60pug/mL

indice celular

-96 -72 -48 -24 0 24 48 72 96 120 144
Tempo (h)

Figura 4.8. Andlise da dindmica de proliferacdo de células MCF-7 (A) e MCF-10A (B)
segundo a estratégia descrita na se¢do 3.6. Entre -48h e -24h o perfil de proliferacdo das
células MCF-7 e MCF-10A é semelhante. Entre -24h e Oh percebe-se que as NPM-
citrato inibem o crescimento das células MCF-7 e MCF-10A. Apos 0Oh as células MCF-
7 tratadas exibem taxa de proliferacdo maior que as células ndo tratadas (controle),
enquanto as MCF-10A entram em processo de morte celular.
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Figura 4.9. Tempo de duplicacdo de células MCF-7 segundo a estratégia descrita na
secdo 3.6. (A) Comparacao do tempo de duplicacédo celular entre os tratados e o controle
em intervalos de 24h. A diferenca estatistica foi detectada por ANOVA two-way com
pos teste Tukey. (B) Anélise da area sob a curva da duplicacdo celular durante todo o
periodo em estudo. As NPM-citrato induzem diminuicdo no tempo de duplicagdo
celular de forma concentracdo-dependente, com consequente aumento na taxa de
duplicacdo celular.
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Figura 4.10. Analise do IC50 tempo-dependente em células MCF-7 segundo a estratégia
descrita na se¢do 3.6. O IC50 das células tratadas apresenta um aumento em 72h,
sugerindo um aumento da resisténcia das células ao tratamento com NPM-citrato.

58



4.4 Presenca de ferro intracelular

O fator ambiental em andlise nesse estudo é a presenca das NPM-citrato. Para
identificar se as NPM-citrato permaneciam no ambiente intracelular mesmo apés a
cessdo de sua exposicao e apos as divisdes celulares durante o periodo de analise (Oh a
96h), foi realizado o ensaio de deteccdo de ferro pela reacdo do Azul da Prussia. Essa
permitiu avaliar se a possivel perturbagdo no perfil epigenético das células ocorreria em
resposta apenas a presenca das NPM-citrato no ambiente intracelular ou se apenas o
fornecimento de NPM-citrato no meio extracelular durante o tratamento também
exerceria alguma influéncia. As NPM-citrato foram identificadas durante todo o periodo
em anéalise nos dois tipos celulares, porém se encontravam em menor quantidade em
células MCF-7 (Fig. 4.11) em relacdo as células MCF-10A (Fig. 4.12). A quantidade de
NPM-citrato identificadas em MCF-7 era pequena apos a retirada do tratamento, devido
a uma répida metabolizacdo das NPM-citrato apos a interiorizagdo ou ao fato de as
NPM-citrato terem sido pouco interiorizadas durante o periodo de tratamento. A fim de
investigar este fenébmeno, foi realizada a reacdo do Azul da Prassia durante o periodo de
tratamento. A figura 4.13 mostra que as NPM-citrato foram interiorizadas em grande
quantidade ap6s 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. Deteccdo de ferro intracelular por meio da rea¢do do Azul da Pruassia em
células MCF-7 segundo a estratégia descrita na secdo 3.6. Agregados de NPM-citrato
podem ser identificados durante todo o periodo de estudo. Barra de escala 30um.
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Figura 4.12. Deteccdo de ferro intracelular por meio da rea¢do do Azul da Prudssia em
células MCF-10A segundo a estratégia descrita na secdo 3.6. Agregados de NPM-citrato
podem ser identificados durante todo o periodo de estudo. Barra de escala 30um.
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Figura 4.13. Deteccéo de ferro intracelular por meio da rea¢do do Azul da Prudssia 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 30pm.

4.5 Analise Ultraestrutural em Microscopia Eletrénica de Transmissao
(MET)

Para confirmar a interiorizacdo das NPM-citrato pelas células MCF-7 e
determinar sua localizagdo no ambiente intracelular foi realizada a microscopia
eletronica de transmissdo (MET) das células segundo a estratégia experimental descrita
em 3.6 (tratamento: 60pgFe/mL; tempos: Oh e 96h). A figura 4.14 mostra que as NPM-
citrato se encontram no interior das células em agregados no citoplasma tanto em Oh (A)
quanto em 96h (B), mas esses agregados foram identificados no nucleo apenas em 96h
(B). Também foi possivel visualizar NPM-citrato isoladas (imagem ampliada no canto
superior esquerdo), conforme indica a analise de EDS (espectroscopia de energia
dispersiva de raios-X). Essa anélise permite identificar o nicleo das NPM-citrato e 0s

planos paralelos da estrutura cristalina caracteristica de 6xidos de ferro.

62



Figura 4.14. Microscopia Eletrénica de Transmissdo de células MCF-7 tratadas com
60pgFe/mL nos tempos Oh (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 nucleo (circulo
vermelho). As setas indicam a membrana nuclear. Barra de escala: 2um (célula) e 10nm
(NPM-citrato).

4.6 Perfil de metilacéo global do DNA

A metilacgdo de DNA €é um dos mecanismos epigenéticos mais bem
caracterizados atualmente, cuja importancia biolégica deve-se a seu potencial em
promover alteracbes herdaveis na expressdo génica independentes da sequéncia de
nucleotideos. A fim de identificar possiveis perturbacdes epigenéticas apds a cessao da
exposicdo das NPM-citrato as células MCF-7 e MCF-10A, foi realizado o ensaio de
deteccdo colorimétrica da metilacdo global de DNA. Este ensaio ndo permite a
identificacdo de regides do DNA diferencialmente metiladas, mas informa se existem
diferengas no perfil de metilagdo do genoma como um todo. As figuras 4.15 e 4.16
mostram a quantificacdo absoluta de DNA gendmico metilado em células MCF-7 e
MCF-10A de acordo com o desenho experimental descrito na se¢do 3.6. Verifica-se que
a fracdo 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
reducdo na metilacdo global imediatamente ap0s a cessdo da exposicdo de 60ugFe/mL
das NPM-citrato (0Oh) as células MCF-7 em relacdo ao controle (Fig. 4.15), sendo esta
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diferenca significativa pela analise de variancia de dois fatores (ANOVA two-way) com
pos-teste Tukey. Quanto as células MCF-10A, ndo foram identificadas alteragdes
significativas no perfil de metilacdo global ap6s o tratamento com as NPM-citrato
quando submetidas a esse mesmo teste estatistico em nenhum dos tempos em estudo
(Fig. 4.16). Analisando-se o perfil de metilacdo global de DNA ao longo do tempo em
células MCF-7, observou-se que a reducdo da metilagdo em Oh tratava-se de uma
perturbacdo transitoria, pois o perfil de metilacdo de DNA foi restaurado 72h ap6s a
cessdo da exposicdo de 60ugFe/mL (Fig. 4.15). A fim de investigar se havia um efeito
da concentracdo de NPM-citrato sobre a metilacdo de DNA nos dois tipos celulares, foi
realizada a andlise de correlacdo de Pearson (Fig. 4.17). Essa analise mostra que no
tempo 48h ha uma correlacdo positiva entre a concentracdo de NPM-citrato e a
metilacdo de DNA, enguanto nos outros tempos essa correlacdo é negativa. Esses
resultados mostram que as NPM-citrato induzem altera¢fes no perfil de metilacdo de
DNA em células MCF-7, causando uma hipometilacdo de DNA e que esse perfil é

posteriormente restaurado.
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Figura 4.15. Perfil de metilacdo global de DNA em células MCF-7 segundo a estratégia
descrita na secdo 3.6. Observa-se a hipometilacdo de DNA em celulas expostas a
60pgFe/mL imediatamente ap6s a remogdo do tratamento (Oh). Apds o periodo 24h
ocorre a restauracdo gradual do perfil de metilacdo. Foi utilizado o teste estatistico
ANOVA two-way com pos-teste Tukey.
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Figura 4.16. Perfil de metilagdo global de DNA em células MCF-10A segundo a
estratégia descrita na secdo 3.6. Ndo foram detectadas diferencas significativas em
nenhum dos grupos pelo método ANOVA two-way com pos-teste Tukey.
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Figura 4.17. Anélise de correlacdo de Pearson entre as concentracdes utilizadas nos
tratamentos e o tempo apos a remocdo das NPM-citrato. Observa-se uma correlacéo
positiva em 48h e correlacdo negativa nos outros tempos analisados.

4.7 Analise do acumulo de transcritos correspondentes aos genes de DNMTs

De modo a esclarecer as bases moleculares das alteracdes de metilagdo
observadas nas células tratadas com NPM-citrato, foi analisado o acimulo de transcritos
correspondentes aos genes de DNA metiltransferases (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B)
em células MCF-7 segundo a estratégia experimental descrita na se¢do 3.6. Para isso, 0

RNA total das células foi extraido e por eletroforese em gel de agarose foi possivel
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determinar sua integridade. E possivel notar que os RNAs extraidos estavam integros e
livres de contaminagdo com DNA (Fig. 4.18). Estas amostras foram utilizadas para a
sintese de moléculas de cDNA e posterior quantificacdo relativa de transcritos DNMT1,
DNMT3A e DNMT3B em relacdo ao controle endégeno GAPDH, por meio da técnica
de PCR quantitativo em tempo real (qQRT-PCR). Esse estudo ndo foi realizado com
células MCF-10A, visto que estas ndo apresentaram diferencas significativas no perfil
de metilacdo apds a exposicdo de NPM-citrato. Logo ap6s a remocgdo do tratamento
(Oh), verificou-se diminuicdo do acumulo de transcrito DNMT1, nas duas concentracdes
testadas (30 e 60pgFe/mL). Esse padrdo é mantido até 24h e depois se inverte, com 0
aumento no acumulo de transcritos em 48h, apenas em células tratadas com 30ug/ml.
Em 72h observa-se novamente diminuicdo, mas apenas em células tratadas com
60pgFe/ml. Nenhuma diferenca foi observada entre o controle e a amostra 96h apds a
cessdo da exposicdo de NPM-citrato (Fig 4.19). Quanto aos transcritos correspondentes
as metiltransferases de novo: DNMT3A apresentou aumento de acumulo no tempo 48h
nas células expostas a 30ugFe/mL (Fig. 4.20), enquanto para DNMT3B, esse aumento
foi verificado em 24h e em 72h nas células tratadas com 60pgFe/mL (Fig. 4.21). E
importante notar que o efeito da concentracdo 30pugFe/mL induziu aumento apenas da
expressdao da DNMT3A, enquanto a concentracdo 60pgFe/mL induziu aumento apenas
na expresséo da DNMT3B. Todas essas alteracbes foram verificadas por meio da
analise de variancia de dois fatores (ANOVA two-way) com pos-teste Tukey. Esses
estudos sugerem 0s possiveis mecanismos que levam as mudancas no perfil de

metilacdo de DNA ap0s a exposicao de células MCF-7 as NPM-citrato.
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Figura 4.18. Andlise eletroforética em gel de agarose corado com brometo de etideo
0,5ug/mL das amostras de RNA total de células MCF-7. Os RNAs utilizados na PCR
em tempo real estavam integros e livres de contaminacdo com DNA. Cada fotografia
refere-se a uma réplica bioldgica independente. (A) Controle Oh; (B) 30ugFe/mL Oh;
(C) 60ugFe/mL Oh; (D) Controle 24h; (E) 30pgFe/mL 24h; (F) 60ugFe/mL 24h; (G)
Controle 48h; (H) 30pgFe/mL 48h; (1) 60pgFe/mL 48h; (J) Controle 72h; (K)
30pgFe/mL 72h; (L) 60pgFe/mL 72h; (M) Controle 96h; (N) 30ugFe/mL 96h; (O)
60pgFe/mL 96h.
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Figura 4.19. Quantificacdo dos transcritos DNMT1 em relacdo ao controle enddgeno
GAPDH em células MCF-7 tratadas com NPM-citrato. As diferencas estatisticas foram
detectadas por ANOVA two-way (pds-teste Tukey).
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Figura 4.20. Quantificacdo dos transcritos DNMT3A em relagdo ao controle enddgeno
GAPDH em células MCF-7 tratadas com NPM-citrato. A diferenca estatistica em
relagdo ao controle foi detectada por ANOVA two-way (pds-teste Tukey).
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Figura 4.21. Quantificacdo dos transcritos DNMT3B em relacdo ao controle endégeno
GAPDH em células MCF-7 tratadas com NMP-citrato. Diferenca estatistica detectada
por ANOVA two-way (poOs-teste Tukey).
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5. DISCUSSAO

Uma possivel associacdo entre a nanotecnologia e a epigenética ainda é pouco
estudada, pois se tratam de areas de fronteira do conhecimento. Os nanomateriais
possuem um risco intrinseco em aplicacdes bioldgicas, mesmo quando administrados
em concentracBes consideradas ndo-toxicas e avaliados por meio de técnicas
convencionais. Isso porque seus efeitos em sistemas biologicos podem se estender a
multiplas geracfes, mesmo durante exposi¢do transiente. Esse fendmeno pode ser a
chave para a eficacia terapéutica ou pode desencadear efeitos adversos, conforme sera
discutido.

O presente trabalho mostra que nanoparticulas de maghemita funcionalizadas
com citrato (NPM-citrato) causaram efeito citostatico em células MCF-7 e MCF-10A,
qguando administradas nas concentracfes 30 e 60ugFe/mL durante as primeiras 24h de
crescimento. Porém, apds a cessdo da exposicdo das NPM-citrato, verificou-se que a
proliferacdo das células MCF-7 tratadas foi maior que das celulas néo tratadas, o que
ndo 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 alteracdo dinamica de metilacdo de DNA, mesmo em
exposicao transiente das NPM-citrato. Demonstramos ainda que é provavel que esta
dindmica esteja associada com alteragdes no acimulo de mRNA correspondentes as
DNA metiltransferases.

Na literatura cientifica é relatado que os diversos parametros fisico-quimicos e
morfolégicos das nanoparticulas como tamanho, forma, carga e agregacdo em solventes
organicos ou inorganicos podem influenciar na resposta bioldgica (Chaudhuri & Paria,
2012). Por isso, a busca de explicaces para a modulacdo destes eventos ainda é fonte
de grande atencdo por parte da comunidade cientifica. E necessario, portanto, um
grande rigor quanto ao controle de qualidade das amostras nanoestruturadas, a fim de
obter resultados precisos e confiaveis.

Quanto as propriedades fisico-quimicas das NPM-citrato utilizadas no presente
estudo, é possivel afirmar que elas estdo em conformidade com outros relatos na
literatura cientifica. Segundo Kotsmar et al (2010), nanoparticulas metalicas preparadas
por coprecipitacdo de sais de ferro em meio alcalino geralmente possuem entre 3 e
10nm de diametro. O agente que confere estabilidade ao nanossistema, o citrato,

mostrou-se bastante eficaz para a estabilizacdo coloidal, assim como observado por Liu
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et al (2009). Por ser um anion pequeno ([C¢HsO7]*) em relacdo a outros ligantes de
superficie de nanoparticulas, o citrato adsorve no nucleo dos 6xidos de ferro formando
uma fina camada estabilizante, cuja carga é suficiente para manter as unidades de
nanoparticulas afastadas uma das outras por repulsdo eletrostatica, mesmo sob acdo de
forca magnética entre os nucleos de 6xido de ferro. Por possuirem morfologia irregular,
como observado nas analises de microscopia, as NPM aumentam ainda mais sua area de
superficie em relacdo ao volume, possivelmente permitindo a ligacdo de muitas
moléculas de citrato com pouca influéncia sobre o tamanho, potencializando a formacao
do efeito de repulsdo e estabilizacéo eletrostatico.

O fluido magnético utilizado no estudo mostrou-se bastante estavel ao longo de
todo o periodo de anélise (360 dias) mesmo mantido sob diferentes temperaturas (4 °C,
temperatura ambiente e 37 °C). O diametro hidrodindmico e o potencial zeta das NPM-
citrato foram semelhantes aos descritos por Andreas et al (2012). A observacdo de
agregados nas imagens de microscopia € comum nas preparacdes de NPM. A
observacdo desse tipo de imagem é um artefato de técnica, reflexo do processo de
secagem das NPM para a sua observacao nos equipamentos de microscopia. A remogéo
dos solventes de uma suspensdo de nanoestruturas rompe com o equilibrio soluto-
solvente, gerando pequenos agregados que contribuem para uma desestabilizacdo das
amostras (Woehl et al, 2013).

Outros trabalhos também avaliaram esses parametros em diferentes formulacGes
de nanoparticulas em funcdo do tempo (Morris et al, 2011; Wang et al, 2012),
ressaltando a importancia de realizar essas analises, que funcionam como um controle
de qualidade para os testes biolégicos. No entanto, ndo ha relatos na literatura de um
estudo sistematico da estabilidade de nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com
citrato em diferentes condicdes de temperatura ao longo do tempo, o que justifica esses
ensaios.

As caracteristicas fisico-quimicas das NPM-citrato podem influenciar na
interiorizagdo e na biocompatibilidade em células MCF-7 e MCF-10A. Zhang et al
(2008) atribuiram as diferencas na taxa de incorporacdo de nanoparticulas de oxido de
ferro anidnicas as cargas de superficie das células MCF-7 e MCF-10A. Durante o
tratamento, as nanoparticulas entram em contato com as proteinas e ions presentes no
meio de cultivo e estabelecem interagdes que podem torna-las mais positivas. Esse
fendmeno foi observado por Safi et al (2011), que demonstraram que as NPM-citrato

aumentaram significativamente seu diametro hidrodindmico (até 3um) em 2h de
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incubacdo com o meio de cultivo. E provavel, em nossos resultados, que as NPM-citrato
tenham se agregado antes da interiorizagdo celular por mecanismos semelhantes aos
citados acima (dados ndo publicados de nosso grupo de pesquisa). Porém, mesmo com a
formacgdo de agregados maiores no interior das células, NPM-citrato isoladas (Figura
4.14) na escala nanométrica foram observadas no citoplasma das células MCF-7. E
possivel que o ambiente citoplasmético possua um equilibrio idnico diferente do meio
de cultura, o que facilitaria a solubilizacdo dos agregados de NPM-citrato, formando
dispersdes menores. Esse resultado € interessante, pois indica que nos ambientes
intracelulares, as NPM-citrato podem retornar ao seu estado de organizacao
nanométrico original.

No presente trabalho, foram identificadas mais NPM-citrato no interior de
células MCF-10A em relacdo as MCF-7. Segundo Zhang et al (2008), as membranas de
células MCF-10A (-30mV) sdo mais negativas que as membranas de MCF-7 (-20mV).
Por meio de atracdo eletrostatica, as NPMs depositam-se mais rapido na membrana
plasmética das MCF-10A, o que explica a rapida interiorizacdo de NPMs por meio de
endocitose. Esse mecanismo de interiorizacdo foi também observado por Wilhelm et al
(2003). Apesar disso, apds 24h de exposicdo Zhang et al (2008) identificaram mais
NPMs nas MCF-7, mesmo com a interiorizagcdo mais lenta.

Outro fato interessante é que as NPM-citrato ndo foram encontradas no ndcleo
em Oh, mas foram encontradas em 96h, de acordo com as analises de microscopia
eletronica de transmissdo (figura 4.14). Nao se pode, entretanto, afirmar se a presenca
das NPM-citrato é fruto da passagem destas pela membrana nuclear, ou se estas foram
acumuladas na regido durante alguma etapa da mitose, quando teriam interagido com o
DNA ap6s o rompimento da carioteca na préfase, mantendo-se posteriormente no
nucleo apds a teldfase.

Muitos estudos tém investigado as alteragcfes no metabolismo do ferro em
células de cancer de mama (Torti & Torti, 2013; Bystrom et al, 2014). As alteracdes
mais comuns sdo a alta expressdo do receptor de transferrina 1 (TFR1) e baixa
expressao de ferroportina em modelos in vitro e in vivo, indicando que as células
cancerosas demandam altos niveis de ferro para sua sobrevivéncia. Além disso, um
estudo mais amplo identificou um conjunto de 61 genes relacionados ao metabolismo
do ferro que sdo alterados nessa patologia e um subconjunto de 16 genes que podem ser
usados para identificar o prognéstico das pacientes (Miller et al, 2011). Portanto, os

niveis de ferro intracelular devem ser bem regulados para a manutencdo da homeostase,
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pois uma desregulacdo no metabolismo do ferro pode induzir a transformacdo maligna
de células de epitélio mamario, assim como de outros tipos teciduais. Sabe-se que o0
ferro, em concentragOes ideais, participa de diversas reagOes fundamentais para a
viabilidade celular, como a sintese de DNA e a respiracdo celular. No entanto, altas
concentracdes de ferro podem induzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) por meio da reacdo de Fenton. As EROs, quando em baixas concentracoes,
podem funcionar como moléculas de sinalizacdo e desencadear diferenciacdo ou morte
celular, assim como respostas contra parasitas, dependendo da necessidade da célula.
Porém, altas concentracGes de EROs podem levar ao estresse oxidativo, causando danos
as membranas celulares e as moléculas de DNA. O estresse oxidativo crénico é um dos
mecanismos responsaveis pela transformacdo maligna de células, levando ao céncer.
Por sua vez, a inducdo de niveis agudos de estresse oxidativo no tecido tumoral tem o
potencial de parar o crescimento das células cancerosas ou até mesmo destrui-las (Foy
& Labhasetwar, 2011; Bystrom et al, 2014).

A disponibilidade de ferro nas células durante sua aplicacdo na clinica deve
entdo ser cautelosamente estudada. Nanoparticulas de 6xido de ferro podem levar a
efeitos citotoxicos/citostaticos em células de cancer de mama ou até mesmo estimular
seu crescimento, dependendo da dose. Nesse estudo, as NPM-citrato, quando
administradas em 30 e 60pgFe/mL em células MCF-7 e MCF-10A apresentaram uma
dindmica regulada, dependente da concentracdo e do periodo de exposi¢do. Durante o
periodo de 24h, as células sofreram uma diminuicdo na taxa de proliferacdo celular sem
terem sido levadas a morte (efeito citostatico). Outros estudos com NPM-citrato
também discutem sua excelente biocompatibilidade em células-tronco embrionarias
humanas e em células de melanoma em cultivo (Freitas et al, 2013; Freitas et al, 2008).
Apbs a cessdo da exposicdo de NPM-citrato, a proliferacdo das células MCF-7
aumentou em relacdo as células ndo tratadas. Esse aumento da viabilidade celular em
MCF-7 apos tratamento com NPM-citrato também foi verificado por Klein et al (2012)
em até 72h de exposi¢do com 100ugFe/mL.O mecanismo que leva a esse aumento pode
estar relacionado a disponibilidade de ferro anteriormente discutida.

Diferentes respostas a nanoparticulas magnéticas ja foram reportadas em
modelos biologicos in vitro (citotoxicidade, genotoxicidade, rotas metabolicas e
interferéncia na proliferacdo celular) e in vivo (biodistribuicdo 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 herdaveis por
mitose ou por meiose e potencialmente reversiveis que regulam a atividade gendmica de
forma independente da sequéncia de DNA (Skinner, 2011). Essa regulagdo pode sofrer
alteracdes desencadeadas por fatores ambientais externos e afetar mais de uma geragéo
de organismos, mesmo ap0s a ocorréncia das alteracdes ambientais. Neste trabalho, as
NPM-citrato representaram o fator ambiental que induziu modificacBes epigenéticas
(metilacdo global de DNA) em células de cancer de mama, mas ndo em epitélio
mamario de origem ndo-tumoral in vitro, mesmo apds a cessdo de sua exposicdo. A
avaliacdo do perfil de metilacdo global de DNA e de acimulo de mRNAs codificadores
de DNA metiltransferases demonstraram que até mesmo concentragdes consideradas
ndo-tdxicas por técnicas laboratoriais de rotina podem induzir uma remodela¢do no
perfil epigenético, dependente do tempo e da concentracdo de nanoparticulas utilizadas
no tratamento. Esse perfil pode ser alterado de modo permanente ou reversivel, por isso
destaca-se a necessidade de padronizar estudos de toxicidade de nanomateriais a longo
prazo, tanto nos niveis tradicionais (genético e metabolico, por exemplo) como no nivel
epigenético. Nao é possivel, porém, de acordo com os resultados obtidos, determinar se:
(1) as células voltam ao estado epigenético/metabdlico anterior ao tratamento; se (2)
sofrem alteracGes permanentes em seu estado epigenético/metabdlico; ou se (3) sofrem
alteracbes reversiveis em seu estado epigenético/metabolico. Ainda, dentro dos
possiveis fenotipos alterados, as células podem, por exemplo, se tornar mais sensiveis
ou mais resistentes a quimioterapicos, devido ao seu grau de tumorigenicidade
modificado. E provavel também que as trés 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 reversivel).

Mesmo ndo tendo sido analisados os sitios que foram alterados no epigenoma,
sdo possiveis fazer algumas suposic@es. Infere-se que, antes da exposicdo de NPM-
citrato e durante as divisbes celulares, as células apenas replicavam seu epigenoma a
fim de manté-lo nas células-filhas, regulando os mesmos genes essenciais para sua
sobrevivéncia. Apos a exposi¢do transiente de NPM-citrato, as células MCF-7 sofrem
em um primeiro momento uma hipometilagdo global de DNA e em seguida vao,
aparentemente, recuperando seu estado de metilacdo (figura 4.15). No entanto, os
ensaios de PCR quantitativa em tempo real (qQRT-PCR) dos transcritos de DNA

metiltransferases sugerem que ocorra a metilacdo de sitios anteriormente ndo metilados
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no DNA das células MCF-7, possivelmente em resposta a presenca das NPM-citrato.
Indicios da ocorréncia desse evento podem ser verificados nas figuras 4.19, 4.20 e 4.21,
nos quais o acumulo de transcritos de DNMT1 (DNA metiltransferase de manutenc¢éo)
diminui em Oh, 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 metilacdo de manutengéo (Jones
& Liang, 2009), sabe-se que a regulacdo dessas enzimas em cancer € defeituosa
(Bergman & Cedar, 2013), o que levanta a possibilidade de que novos sitios possam ter
sido metilados.

Sugere-se ainda, pelas analises de IC50 tempo-dependente e de tempo de
duplicacdo, que as células MCF-7 tenham se tornado mais resistentes a presenca das
nanoparticulas (em 72h) e que ndo apresentaram inibicdo da proliferacdo celular por
contato (em 96h). Tais dados indicam que genes relacionados com o ciclo celular
possam estar diferencialmente expressos em relacdo ao controle. Nos experimentos
realizados, as células MCF-10A ndo sofreram alteragdes significativas em seu estado
epigenético global, o que ndo descarta a possibilidade de modificacGes loci-especificas
sem manifestacdo fenotipica.

Este é o primeiro trabalho realizado a respeito da exposi¢do transiente de
nanoparticulas e sua relacdo com modificacbes epigenéticas. A identificacdo dos
mecanismos responsaveis por essa interacdo torna-se fundamental para o
direcionamento das aplicacbes bioldgicas de nanossistemas, com minimos efeitos
adversos. A exposicdo transiente de um farmaco, por exemplo, pode levar tanto a
inducdo quanto a inibicdo da tumorigenicidade.

Tsai et al (2012) demonstraram que a exposi¢do de concentracdes nao-tdxicas de
agentes de desmetilacdo do DNA (Decitabina e 5-Azacitidina) durante 3 dias, seguida
de remocdo da droga, diminuiu a tumorigenicidade a longo prazo em diversos tipos de
células de leucemia (Kasumi-1 e KG-1) e cancer 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 primario derivadas
de pacientes com leucemia mieldide aguda, mas ndo em células normais de medula
Ossea. Esses autores detectaram uma diminuicdo na expressdo de DNMT1 nas células
imortalizadas e uma posterior recuperacao ap6s a remoc¢édo do tratamento. Verificaram
também a desmetilagdo de promotores de diversos genes e um aumento da expressao

génica, 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
exposicdo de zebularina, um inibidor de DNMT1, durante 3 dias, seguido de remogéo
da droga em células de hepatocarcinoma celular em cultivo levou a diferencas na
tumorigenicidade das células-filhas (de uma a cinco geragdes, 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 apds a
recuperacdo da expressdo de DNMT1. Tal estudo mostra que outros fatores além da
concentracdo da droga sdo importantes para direcionar o tratamento a longo prazo.
Nossos resultados indicam que NPM-citrato podem atuar como moduladores da
expressdao de genes relacionados a metilagdo do DNA, e consequentemente, da
plasticidade fenotipica sem a necessidade de mutagdes de sequencia de bases.
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6. CONCLUSOES

As nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com cobertura de citrato
(NPM-citrato) promovem alteracfes significativas no perfil de metilacdo global de
DNA em células humanas de cancer de mama (MCF-7) e ndao promovem alteracfes
significativas em células de epitélio mamario de origem ndo-tumoral (MCF-10A) em
cultivo, mesmo em exposi¢cdo transiente em concentragdes ndao-toxicas. Os
experimentos realizados sugerem que as alteracdes em MCF-7 podem estar relacionadas
com a tumorigenicidade dessas células. As NPM-citrato mostraram-se bastante estaveis
durante todo o periodo de estudo sob diferentes concentracbes de temperatura,
indicando uma boa qualidade do material utilizado, que contribuiu para a
reprodutibilidade dos ensaios.

E necessario entdo, tornar a avaliacdo de toxicidade em nivel epigenético como
padrdo, além dos outros testes toxicologicos. A investigacdo dos mecanismos
epigenéticos em resposta as diferentes aplicacdes biol6gicas de nanomateirais pode
revelar uma toxicidade antes ndo observada e levar também ao melhoramento das
estratégias utilizadas durante as aplicacdes, podendo inclusive diminuir os efeitos
adversos frequentemente observados. Ainda, os efeitos de heranca transgeracional em
modelos animais devem ser avaliados, a fim de estabelecer niveis seguros da exposi¢do
dos nanomateriais em mais de uma geracdo de organismos, mesmo ndo expostos

diretamente.
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