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RESUMO

Introducdo: Diversos estudos discutem a seguranca do uso de nanoparticulas ja que estas
séo capazes de promover alteracdes na expressdo génica, padrao epigenético, homeostase do
ferro e estresse oxidativo em ensaios in vitro. Uma gama de estudos aponta diferentes
comportamentos celulares em resposta a exposicdo a nanoparticulas, mas ainda ndo existe um
consenso sobre o0s reais beneficios e riscos que estes nanomateriais podem apresentar em um
sistema bioldgico complexo. Portanto, torna-se necessario estudar estes riscos a fim de
contribuir com o desenvolvimento de nanoparticulas mais adequadas para aplicagdes
biolégicas. Objetivo: Avaliar e caracterizar os possiveis efeitos citotéxicos e epigenéticos em
células de carcinoma de glandula submandibular humana (HSG) submetidas a exposi¢édo de
nanoparticulas de maghemita funcionalizadas com cobertura de citrato (NPs). Analisar
possiveis alteracfes na expressdo génica mediante a quantificacdo do niamero de transcritos
para determinados genes alvo comprometidos com a regulacdo epigenética e estresse
oxidativo. Materiais e métodos: As NPM-citrato foram sintetizadas pelo método de
coprecipitacdo de Fe (ll) e Fe (lll) e adicao direta de acido citrico. Os ensaios de citotoxicidade
foram realizados por deteccdo da lactato desidrogenase (LDH) e ensaio de MTT. A morfologia
celular foi analisada por coloragdo panotica InstaProv em microscépio de luz. A detecgdo de
ferro intracelular foi realizada pelo ensaio do Azul da Prassia. As quantificacdes de metilagédo
global de DNA e de acetilacdo das histonas H3 e H4 foram realizados por ensaio colorimétrico.
A expressdo dos genes FERRH, FERRL, DNMT1, DNMT3a, HDAC1, HDAC2 e COX-2 foi
realizada por qRT-PCR. Para andlise da producdo de espécies reativas de oxigénio foi utilizado
protocolo de H2DCFA. Resultados: As NPM-citrato nas concentragbes testadas de 0,5
mgFe/mL e 3,0 mgFe/mL ndo apresentaram efeito citotdxico pela metodologia empregadas.
Contudo, foram observadas altera¢des na morfologia celular, como vacuolizagéo citoplasmatica
nas células expostas a nanoparticulas por 24h e 48h, presenca de ferro intracelular mesmo
apos a retirada do tratamento, intensa producao de espécies reativas de oxigénio dose e tempo
dependentes, diminuicdo no perfil global de metilagdo de DNA e acetilagdo das histonas H3 e
H4: a acetilagdo da H3 diminui para 38% e 62% ap0s os tratamentos com 0,5 mgFe/mL e 3,0
mgFe/mL, respectivamente. Para a H4 a hipoacetilacdo foi mais acentuada, diminuindo de 82%
para 4% e 10% apds os tratamentos com 0,5 mgFe/mL e 3,0 mgFe/mL, respectivamente.
Diferengas entre o acumulo de transcritos dos genes estudados também foram observadas:
transcritos referentes aos genes de COX-2, FERRL, e FERRH encontraram-se aumentados,
enquanto que DNMT3a sofreu uma diminuicdo no numero de transcritos. Concluséo:
Concluimos que as nanoparticulas de maghemita recobertas com citrato sdo capazes de
induzir vacuolizacéo citoplasmatica, acimulo de ROS, diminuicdo do padrdo de metilagdo
global e de acetilacdo de H3 e H4, alteracdo do acumulo dos transcritos COX-2, FERRH,
FERRL, DNMT3a e HDAC1 sem comprometer a viabilidade das células HSG. Esse € o
primeiro relato sobre os efeitos genéticos e epigenéticos das NPM-citrato sobre células HSG.

Palavras-chave: Nanoparticulas — células HSG — metilacdo de DNA — acetilacédo de histonas



ABSTRACT

Introduction: A plethora of studies debate about the safety of the use of nanoparticles due to
their ability to promote alterations in gene expression, epigenetic patterns, iron homeostasis,
and oxidative stress in vitro. Several papers report these different cell behaviours to different
nanoparticles, but there is still no consensus on the real benefits and risks associated to
nanoparticle exposure on a complex biological system. Hence, it is necessary to elucidate
these risks in order to contribute with adequate therapy development and biological
applications. Objective: To evaluate and distinguish possible cytotoxic and epigenetic effects
on human submandibular gland (HSG) cancer cells exposed to maghemite nanoparticles
functionalised with citric acid. Methodology: The NPM-citrate were synthesized by
coprecipitation of Fe (ll) and Fe (lll) method and direct addition of citric acid. LDH and MTT
were performed in order to evaluate cytotoxicity. Cell morphology was analysed by panoptic
staining. Intracellular iron detection was assayed by the Prussian Blue. Methylation of DNA and
Histone acetylation quantifications were performed by colorimetric assays. Gene expression of
FERRH, FERRL, DNMT1, DNMT3a, HDAC1, HDAC2 e COX-2 was performed by qRT-PCR.
For ROS production assay protocol for H.-DCFA was performed. Results: No cytotoxic effects
were observed on cells exposed to the tested concentrations of 0.5 mgFe/mL and 3.0
mgFe/mL. Although, cell morphology was found altered by both concentrations after 24h and
48h of exposure. Intracellular iron presence was also observed even after cease of exposure as
well as intense generation of ROS. Furthermore, global DNA methylation and acetylation of
histones H3 and H4 were also found to be altered. Histone 3 acetylation decreased to 38% and
62% after treatments with 0.5 mgFe/mL and 3.0 mgFe/mL, respectively. Hipoacetylation for H4
was even more accentuated and decreased from 82% to 4% and 10% after treatments of 0.5
mgFe/mL e 3.0 mgFe/mL, respectively. Differences between the gene transcripts accumulation
were also reported: COX-2, FERRL and FERRH were found to be overexpresses, while
DNMT3a decreased its transcript accumulation. Conclusion: We conclude that maghemite
nanoparticles functionalized with citric acid were able to promote cytoplasmatic vacuolization,
ROS generation, decreasing of global methylation pattern and acetylation of H3 and H4 and
alteration on transcript accumulation of COX-2, FERRH, FERRL, DNMT3a and HDAC1 without
impairment of HSG cells viability. This is the first report on the genetic and epigenetic effects of
maghemite nanoparticles functionalized with citric acid on HSG cells.

Keywords: Nanoparticles — HSG cells — DNA methylation — Histone acetylation
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1.INTRODUCAO

1.1 Nanotecnologia e nanociéncia

Nanotecnologia é a ciéncia conduzida na nanoescala, aproximadamente de 1 a 100
nandmetros (nm). Nanociéncia é o estudo das aplicagbes de elementos de escalas
nanométricas que podem ser utilizados para os mais diversos fins, nos ambitos da quimica, da
biologia, da fisica e da engenharia. A nanotecnologia é a aplicacdo da nanociéncia, que
promove grande interesse social e econbmico. A nanotoxicologia é uma sub-area da
nanotecnologia que estuda as interacdes de nanoestruturas com sistemas biolégicos e os
efeitos adversos dessas estruturas nos organismos. Consequentemente, a nanotoxicologia visa
entender a relagao entre as propriedades fisico-quimicas (tamanho, forma, carga, composi¢ao)
de nanoestruturas e suas respectivas respostas biologicas. O estabelecimento de
caracteristicas favoraveis destes nanomateriais, que renda uma aplicacdo favoravel nos
sistemas hiolégicos, justifica a importancia e a constante expansdo deste ramo da

nanotecnologia.

1.2 Nanoparticulas

As nanoparticulas sdo materiais amplamente empregados nas mais diversas areas da
mineralogia, geologia, quimica, engenharia e biomedicina. Apresentam-se na escala
nanométrica e podem ser encontradas em diversas formas como a polimérica, as magnéticas,
ou como nanotubos de carbono, entre outras. As nanoparticulas de 6xido de ferro séo
encontradas naturalmente no ambiente como particulas de poluigdo no ar e vulces. As
nanoparticulas que se vém destacando na area biomédica s&o as particulas de 6xido de ferro

magnéticas, como as nanoparticulas de maghemita utilizadas no presente trabalho.

1.2.1. Nanoparticulas magnéticas

Existem varios materiais para a produ¢do das nanoparticulas magnéticas sendo o mais
comum o 6xido de ferro. Os 6xidos de ferro como a magnetita (FesO4) e a maghemita (y-
Fe203) sdo amplamente usados por possuirem a vantagem de serem mais seguros para
administragdo in vivo. Contudo, a maghemita é mais utilizada por apresentar maior estabilidade
em relacdo a magnetita. Esta estabilidade é atribuida ao ferro em estado oxidado (Fe*3), que
ocasionaria menos danos ao organismo. Apesar dessa vantagem, a toxicidade dessas

particulas ainda é controversa e precisa ser detalhadamente estudada para aplicagdo em
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outras terapias in vivo. Sabe-se que o ferro € de extrema importancia para o metabolismo
celular em diversas vias e funcdes; porém, quando em excesso, torna-se extremamente toxico.

Este viés sera discutido na secdo 1.4.2. Além das nanoparticulas per se € necessario que

estas possuam uma biocompatibilidade minima para administragdo em qualquer organismo.

Dentro das aplicagBes biomédicas, as nanoparticulas superparamagnéticas (SPIONSs)
de 6xido de ferro séo as Unicas clinicamente aprovadas e, portanto, tém atraido a atencédo em
pesquisas para aplicacBes clinicas nas Ultimas décadas. SPIONs pertencem a classe de
particulas inorganicas que possuem um nlcleo de Oxido de ferro revestido por materiais
inorganicos —, como a silica ou o ouro —, ou organicos—, como fosfolipideos,
polissacarideos, polimeros e peptideos, entre outros. (Gupta et al, 2004). A utilizacdo de
coberturas com substancias biocompativeis € imprescindivel para se obter uma melhor

distribuicdo e menor toxicidade.

As nanoparticulas superparamagnéticas de O6xido de ferro (SPIONs) por sua vez,
podem ser utilizadas em diversas aplica¢des biologicas por serem consideradas de um baixo
potencial de toxicidade (Singh et al, 2010). Quando dispersas em um solvente carreador e
funcionalizadas com uma camada molecular estabilizador (como o citrato, dextran ou acido
dimercaptosuccinico, por exemplo) adquirem a caracteristica de fluido magnético (FM). Em um
FM, a interacdo das NPM com o solvente permite que toda a solucdo coloidal responda a um

campo magnético e ndo somente as NPM.

As particulas com caracteristica de superparamagnética apresentam a vantagem de se
tornarem magnetizadas na presenca de um campo magnético e desmagnetizadas logo apoés a
retirada do mesmo. Por conta desta caracteristica, as SPIONs para separacdo magnética in
vitro e aplicacdes in vivo como a ressonancia magnética por imagem, hipertermia, drug

delivery, alternativas a quimioterapia convencional.
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1.3 Principais Aplicacdes biomédicas de SPIONs

Dentre suas principais aplicacdes as SPIONs atuam em carreamento de drogas (drug delivery),
hipertermia e como agentes de contraste em ressonancia magnética, sendo esta aplicacao a
Unica aprovada para tratamento de pacientes e diagnostico dos mesmos. SPIONs como
agentes de contraste séo atualmente comercializados sob 0os nomes de Ferridex, Resovist,

Supravist e Sinerem (Wang et al, 2001).

Aplicacoes
SPIONS

&

Agentes de contraste

RM

irelg el Magnetohipertermia

Figura 1. Principais aplicacoes biomédicas de SPIONs

internalizagdo das nanoparticulas depende muito do seu tamanho. Ap6s a administracao,
particulas com didmetro superior a 200nm sdo captadas pelo bago facilmente e depois
eliminadas por células fagociticas. Particulas com di@metros que variam de 10 a 100 nm
possuem uma circulacdo no sangue mais prolongada e por tanto sdo ideais para injecdes
intravenosas. O tamanho destas particulas viabiliza a evaséo do sistema excretor e consegue
penetrar em pequenos capilares teciduais, oferecendo assim uma distribuicdo mais efetiva em
tecidos-alvo (Laurent et al, 2008). Por conta destas caracteristicas, o0 emprego das
nanoparticulas magnéticas como carreadores de drogas ou drug delivery é um tratamento
promissor contra o cancer que substituiria a quimioterapia convencional, diminuindo os efeitos
colaterais e o custo do tratamento. Nanoparticulas de ferro ligadas a mitoxantrona (MTX) tém
sido utilizadas como quimioterapia. Alexiou et al, 2006 demonstrou que um campo magnético

forte no local do tumor induz o aciimulo de nanoparticulas.
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A hipertermia pode ser utilizada in vivo para aumentar a temperatura do tecido tumoral
e destrui-lo de forma mais especifica se comparada a quimioterapia convencional. Células
tumorais sdo mais sensiveis ao aumento de temperatura do que células saudaveis. As
nanoparticulas magnéticas vém sendo cada vez mais estudadas para esta aplicacdo pois
estudos ja provaram sua alta eficiéncia em absorver a energia de um campo magnético

oscilante e transforma-la em calor (Moroz et al, 2002).

Estudos recentes vém se aprimorando no sentido da utilizacdo de nanoparticulas
superparamagnéticas no tratamento de diversas doencas como o cancer, o Alzheimer (Laurent

et al, 2012) e a esclerose multipla (Mahmoudi et al, 2011).

1.4. Mecanismos associados atoxicidade das nanoparticulas (SPIONs)

1.4.1 Epigenética

Do grego, “Epi” significa além, acima. O termo Epigenética significa “além da genética”,
além da sequéncia de DNA. Para descrever uma relagdo entre gendtipo e fenétipo durante o
desenvolvimento embrionario sem a participacao direta da sequéncia de DNA, mas sim com a
de influéncias ambientais (Waddington, 1942), Conrad Hal Waddington cunhou o termo pela
primeira vez em 1942,

A epigenética estuda mudancas na expressdo génica que ocorrem sem alteracfes na
sequéncia de DNA. Os mecanismos epigenéticos incluem metilacdo de DNA, modificagdo de

caudas histdnicas e expressdo de RNAs ndo-codantes.

1.4.1.1. Metilagéo de DNA

A metilagcdo de DNA é um dos mecanismos epigenéticos de regulagdo génica mais
importantes e, portanto, mais estudados. A ligacdo covalente do grupamento metil (-CH3) na
posi¢do C-5 da citosina (5mC) encontra-se geralmente em sequéncias CpG, onde uma citosina
e uma guanina adjacentes se localizam na mesma fita de DNA. Mais da metade dos genes de
vertebrados contém pequenas regides ricas em CpG (aproximadamente 1 kb), conhecidas
como ilhas CpG. Essas regibes sdo comumente encontradas préximas ao sitio de iniciacdo da
transcricdo. A metilagdo de citosinas pertencentes a ilhas CpG e sua interagcdo com proteinas
de ligacdo a citosinas metiladas (MDBs -(methyl-CpG binding proteins), induzem uma
modificacdo conformacional na cromatina que inibe o acesso da maquinaria de transcricdo a
regido de promotores, alterando a expressao génica. A hipermetilacdo de promotores é
geralmente associada a uma diminuicdo da transcricdo e consequente silenciamento génico. A

demetilac@o de promotores € associada com um aumento na expressao génica.
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Figura2. Representacdo da reacao de transferéncia de um grupo metil do doador SAM para a
citosina formando uma 5-metil-citosina. SAM: S-adenosilmetiona. DNMT: DNA Metiltransferase.
Extraido e adaptado de http://jonciwolff.com/research/dna_methylation_in_vertebrates_a/.

As reacbes de Metilacdo dependem na disponibilidade do agente metilante SAM (S-
adenosylmethione) (Fig2). A transferéncia de um grupo metil de SAM para uma citosina é
catalisada pelas enzimas DNMTs (DNA metiltransferases). Uma citosina metilada torna-se uma
5-metil-citosina. Em mamiferos, DNMT1 estd envolvida na manutencdo dos padrbes de
Metilagdo do DNA e as enzimas DNMT3a e DNMT3b sdo metiltransferases de novo, que

estabelecem padrdes de Metilagdo em estagios precoces do desenvolvimento.

1.4.1.2. ModificagBes de caudas histonicas

O estado de enovelamento da cromatina é outro modulador do padrao de expresséo
génica. A cromatina quando em sua forma n&o-condensada e transcricionalmente ativa é
denominada de eucromatina, enquanto que a sua forma condenada e inativa € chamada de
heterocromatina. Esses dois estados sdo regulados de acordo com as mudancas
conformacionais das proteinas histénicas e modifica¢gdes na forma com que o DNA se enovela
ao redor dos nucleossomos. Esta regulacdo facilita ou inibe o acesso da maquinaria de
transcricdo a regibes promotoras de alguns genes e consequentemente sua ativagdo ou
silenciamento, respectivamente (Grunstein, M, 1997).

As modificacbes de caudas histbnicas incluem a acetilacdo, Metilagdo, fosforilacao,
ubiquitinacéo, entre outras. A acetilacdo € a mais estudada e esta associada com a forma néo-
condensada (relaxada) da cromatina e ativagdo da transcricdo, enquanto que a desacetilacdo
esta relacionada a uma cromatina condensada e uma transcricdo reprimida. O status de
acetilagdo dos nucleos histénicos é dinamicamente controlado por duas classes de enzimas:
Histona acetiltransferases (HATS) e Histona desacetilases (HDACs). HATs acetilam lisinas nas
caudas N-terminais das histonas, enquanto que as HDACs catalisam a remocado destes grupos
(Fig3).

A acetilacdo de histonas pelas HATs resulta em um DNA mais relaxado ao redor do

nacleo histdnico, o que permite uma maior acessibilidade da maquinaria transcricional e
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consequentemente uma ativacdo da transcricdo. A hiperacetilacdo de caudas histbnicas é
associada a uma expressao génica aumentada. Este fenbmeno é reversivel gracas a HDACs
que promovem um maior enovelamento do DNA ao redor das histonas resultando em uma
diminuicdo da transcricdo e consequente reducdo ou repressdao da expressao génica. As

histonas H3 e H4 s&o os principais alvos da HDAC1.

Sob condicBes normais, estes dois mecanismos acontecem de forma sincronizada
estando as atividades destas enzimas em equilibrio. Havendo um distlrbio neste equilibrio, a
expressdo génica pode ser afetada em decorréncia de uma hiper ou hipoacetilacdo das

histonas.

Ativac3o transcricional

Histona

Cromatina condenszadsa

TRENDS in Newosciences

Figura 3. Mecanismo de regulagao da expressao génica pelas enzimas modificadoras de caudas
histonicas HAT e HDAC. Adantado de Chuana. D et al. 2009

1.4.1.1 Efeitos genéticos e epigenéticos de nanoparticulas

Efeitos genéticos e epigenéticos entram no escopo da toxicidade causada por NPs.
Efeitos genéticos de nanoparticulas incluem danos ao DNA, que podem levar a mutacdes,
quebras na fita de DNA e aberracdes cromossdmicas (Durnev et al, 2008). Os mecanismos
para tais efeitos incluem ligacdo ao DNA, ja que certas NPs sdo capazes de entrar no nicleo
celular; ligagdo com proteinas associadas ao DNA, como por exemplo as histonas; e respostas
celulares indiretas como estresse oxidativo, inflamacao e ativacdo desregulada de vias de

sinalizacdo (Brown et al, 2001).
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Na area da epigenética ha ainda poucos estudos sobre os efeitos destas particulas em
sistemas biol6gicos. Ainda assim, algumas nanoparticulas ja se mostraram epigenotoxicas.
Vale ressaltar que aquelas nanoparticulas engenheiradas especificamente para a terapia

epigenética, como aquelas formadas por inibidores de HDACs, estdo fora deste escopo.

Gong et al, 2012, demonstrou que nanoparticulas de silica (SiO2 NPs) em células de
queratinécito humano (HaCaT) diminui a expressdo do gene PARP-1, importante gene de
reparo do DNA. Além disso, os niveis de DNA metilado no promotor deste gene aumentava
proporcionalmente a concentracdo de nanoparticulas de SiO2. Uma diminuicdo da metilacédo
global de DNA e metiltransferases relacionadas como a DNMT1 e DNMT3a também foram

relatados por Gong et al, 2011.

Nanoparticulas também se mostraram efetoras em miRNAs (microRNAs) como, por
exemplo, nanoparticulas de ouro (AuNPs) (Balansky et al, 2013). AuNPs tornaram-se atrativas
no campo da biomedicina. Estas se acumulam preferencialmente em sitios de crescimento
tumoral e suas propriedades Opticas versateis permitiram imagens celulares com grande
variedade de contraste. Entretanto, efeitos epigenéticos destas particulas aparecerem
intrincados a alteragBes nos niveis de miRNAs. Varios miRNAs relacionados a cancer de
pulmao, mostraram-se alterados em células expostas a AuNPs (Ng et al, 2011, Lee et al, 2012,
Vosa et al, 2013).

Outra modificagdo epigenética foi observada em estudos envolvendo quantum dots
(QDs). QDs sdo nanocristais com propriedades Opticas particulares muito utilizados na
observacdo de mecanismos celulares in vitro e em estudos in vivo que visam entender a
biodistribuicdo de nanoparticulas (Migita et al, 2014). QDs de carga negativa sédo rapidamente
fagocitados acumulando-se no nucleo celular. Tais QDs mostraram forte interacdo com o
nacleo histénico (Conroy et al, 2008). Em células de cancer mamério foi observada uma
hipoacetilacéo global de histonas, a qual Choi et al, 2008 associou a uma condensacédo da

cromatina e transcri¢cdo génica alterada para genes pro-apoptoticos.

1.4.2 Ferro intracelular e estresse oxidativo

O ferro tem fungBes essenciais em células de mamiferos e possibilita reagdes vitais de
enzimas contendo ferro incluindo as enzimas mitocondriais envolvidas nos complexos
respiratérios, enzimas que participam da sintese de DNA e no ciclo celular, enzimas
detoxificantes como a peroxidase e catalase, entre outras. Portanto, o ferro é essencial para o
metabolismo e a proliferacdo celular. O ferro é util do ponto de vista enzimético pela sua
capacidade de ganhar e perder elétrons. Ndo obstante, esta habilidade nem sempre é benéfica
ao organismo ja que permite que o ferro participe em reac8es potencialmente danosas, como é
0 caso da geracao de radicais livres.

21



Normalmente, o ferro livre intracelular € armazenado como um complexo ferro-ferritina
que diminui a alta citoxicidade associada com o ferro livre. Porém, sob condicBes patolégicas

(i.e. cancer, hipertensdo e asterosclerose) associadas a producdo de espécies reativas de
oxigénio, o ferro pode liberado da ferritina levando a complicacGes decorrentes do aumento de

ferro livre circulante (Stevens et al, 1988; Valko et al, 2007)

A dose de SPIONs administrada intravenosamente € responsavel por 1-5% dos
estoques de ferro totais no organismo (Elias et al, 2009). Porém, essas particulas séo
magneticamente dirigidas a um alvo especifico (érgao ou tecido) para maximizar os beneficios
da terapia, 0 que leva a uma alta concentracdo de ferro em um Unico local. Consequentemente,
esta sobrecarga de ferro pode se tornar uma desvantagem por conta de um acumulo de
SPIONs e altos niveis de ions Fe livres, acarretando um desbalanco na homeostase e
respostas celulares anormais como citotoxicidade, danos ao DNA, estresse oxidativo, eventos

epigenéticos e processos inflamatorios. (Toyokuni et al, 2009)
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Figura 4. Principais métodos de entrada de SPIONs no espacgo intracelular. Aumento da
concentragdo de ferro livre e producdo de espécies reativas de oxigénio pela reagdo de
Fenton. Adaptado de Singh et al, 2004.

O ferro tem sido associado ao cancer (Stevens et al, 1988) e varios mecanismos para a

carcinogénese induzida pelo ferro ja foram sugeridos (Toyokuni et al, 2009), incluindo a
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producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que podem potencializar danos diretos ao

DNA, proteinas e lipideos.

Outra via pela qual SPIONs podem induzir uma toxicidade é a producao de ROS. As
nanoparticulas sdo internalizadas por diversos mecanismos, sendo 0 mais comum a
endocitose (Fig4). Uma vez no espaco intracelular, acredita-se que as SPIONs séo degradadas

em ions de Fe nos lisossomos (Gupta et al, 2004).

O revestimento das nanoparticulas também é passivel de causar estresse oxidativo.
Em macrofagos de ratos, por exemplo, Stroh et al, 2004 mostrou que SPIONs recobertas com
citrato levaram a um aumento no estresse oxidativo. Este aumento, porém, foi transiente ja que

24h apés a incubacao houve uma diminuicédo ao nivel do controle.

Acredita-se que existam pelo menos quatro causas do estresse oxidativo em resposta
a nanoparticulas de ferro: a) producéo direta de ROS pela superficie das SPIONs; b) por
vazamento de moléculas de ferro das particulas de éxido de ferro; c) alteracdo da funcéo
mitocondrial d) inducdo de vias de sinalizacdo celular e ativacdo de células inflamatérias que

resultam na producéo de ROS (Risom et al, 2005).

Varios estudos mostraram relacdes diretas de estresse causado por espécies reativas
de oxigénio por SPIONs. lons metalicos de transicdo como Fe(ll) e Fe (lll) podem causar um
estresse oxidativo. Superdxido, produzido por processos metabdlicos normais e pelo ciclo
redox na célula, reage com peréxido de hidrogénio para formar radicais livres de hidroxila. Os
catalisadores sdo os ions de Ferro que foram introduzidos no meio intracelular pelos SPIONSs.
Os radicais livres de hidroxila sdo os responséveis pelo estresse oxidativo e o consequente
dano celular. Esta reagédo pode ser explicada pela reacbes de Fenton e Harber-Weiss, como

ilustrado abaixo:

Seqliéncia da reacao de Fenton
O, + Fe** —— O, + Fe?*
H,0, + Fe?* ——— Fe®*+ OH™ + OH*
Reacao de Haber-Weiss
H,O0,+ 0, —— O, + OH™ + OH*

TIHUIU e ITLUYULD UL 1 CIHILUIT W TIUNST VY w193,

Os radicais livres gerados por essas reacdes ficam disponiveis para atacar qualquer
biomolécula que esteja a uma distancia difusiva. van den Bos et al, 2003 mostrou um aumento
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dose-dependente de SPIONs na peroxidacdo de lipideos e Stroh et al, 2004 mensurou

aumentos significativos na oxidacao de lipideos e proteinas em células tratadas com SPIONSs.

1.5 Células HSG

A linhagem de células ductais tumorais de glandula submandibular humana (HSG) foi
estabelecida em 1981 a partir de uma glandula submandibular humana irradiada por Shirasuna
et al (1981). Essa glandula foi retirada cirurgicamente de um paciente japonés de 54 anos que
havia recebido irradiacdo terapéutica por conta de um carcinoma no assoalho da boca. As
células HSG foram testadas para tumorigenicidade em camundongos Balb/c, que
desenvolveram massas tumorais interpretadas como adenocarcinomas (Shirasuna et al, 1981).

Desde entdo, as células HSG tém sido utilizadas em diversos estudos.

Aframian et al, (2000) realizaram testes preliminares no campo da engenharia de
tecidos visando observar melhores condi¢gbes de cultivo para obtencéo futura de uma glandula
salivar artificial para pacientes que sofrem de hipofun¢do. Outros trabalhos estudaram a
diferenciag&o celular cultivando-se essas células sobre um extrato de lamina basal, resultando
na formagdo de uma organizacdo semelhante & de acinos glandulares (Wang et al., 2009)
trataram essas células com substancias terapéuticas em estudos de citotoxicidade.

A literatura é escassa em estudos com células HSG ainda que o estudo destas seja de
grande importancia ja que sdo candidatas para terapias regenerativas para canceres de
cabeca e pescoco. Estas células foram utilizadas anteriormente pelo grupo em um projeto de
mestrado realizado por Luciana Oliveira Pereira. Neste trabalho intitulado “Apoptose induzida
por extrato aquoso de Pteridium aquilinum em células de glandula submandibular humana
(HSG) e de epitélio bucal (OSCC-3)”. Porém, ainda ndo ha trabalhos de perfis genéticos e

epigenéticos com este tipo celular na literatura.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar e caracterizar os possiveis efeitos citotoxicos e epigenéticos em células de carcinoma de
glandula submandibular humana (HSG) submetidas a exposicdo de nanoparticulas de maghemita

funcionalizadas com cobertura de citrato (NPs).

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas (NPs) em células HSG.
Caracterizar a morfologia basica por microscopia de luz.

Analisar o perfil de metilagdo de DNA global.

Analisar o perfil de acetilagédo global de histonas H3 e H4.

Andlise da producéo de espécies reativas de oxigénio

S o

Quantificar por meio de PCR em Tempo Real o numero de transcritos de genes

relacionados a modulac¢8es epigenéticas, metabolismo do ferro e estresse oxidativo
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3. Materiais e Métodos

3.1 Sintese das Nanoparticulas Magnéticas estabilizadas com citrato (NMP-citrato)

As nanoparticulas de maghemita (y-Fe203) 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 coprecipitacdo de Fe (Il) e Fe (lll) em
solugdo aquosa pela reacao de hidrdlise alcalina e posteriormente as nanoparticulas foram
funcionalizadas pela adicdo de &cido citrico, de acordo com Freitas et al. (2013). A magnetita
foi precipitada pela dissolucdo de 2,08g de FeCl. e 5,22g de FeClz em 380mL de agua
deionizada e, em seguida, adicionou-se 20mL de 25% NH3 sob agitacdo vigorosa. Apds a
sedimentacdo do precipitado com um magneto permanente, o sobrenadante foi removido por
decantacdo e 40mL de 2M HNO3 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(NOs): & mistura sob agitacdo em sua temperatura de ebulicdo por 1h.
Apés a sedimentacdo e lavagem com 2M HNO3, o precipitado avermelhado foi disperso pela
adicdo de agua deionizada. Para a funcionalizagdo 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 estabilizadas com citrato (NPM-citrato) foram lavadas cinco
vezes com acetona para remover o excesso de acido citrico e foram secas em fluxo de gas
nitrogénio. As NPM-citrato foram dispersas em agua deionizada e mantidas sob agitacdo por
24h. Depois, foram centrifugadas a 750 x g por 2min e dispersas em tampao PBS (solugéo
salina). O sobrenadante foi ajustado para pH 7,0 para produzir amostras biocompativeis. O
fluido magnético obtido foi armazenado a 4°C e a uma concentracdo de 9,5mgFe/mL, que pode
ser determinada através de difracdo de raios-X segundo Freitas et al (2008).

3.2 Manutencéo e propagac¢do das células ductais tumorais de glandula submandibular
humana - HSG

As células foram mantidas em frascos de cultura de 25 cm? em meio DMEM (GIBCO —
BRL), em pH 7 suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO — BRL) acrescido de
antibiético gentamicina,

As culturas foram reestabelecidas a partir de uma aliguota armazenada em N2 liquido
em frascos de cultura de poliestireno de 25 cm? e mantidas a 37 °C, em atmosfera de CO2
Para a propagacédo das células em subculturas, as células foram soltas do fundo do frasco por
meio de tratamento enzimatico com solugéo de tripsina-EDTA (GIBCO — BRL) por 3 minutos a
37° C. A suspensao celular foi removida para um tubo de centrifuga contendo 1 ml de SFB
(GIBCO - BRL) para inativacédo da tripsina. Em seguida, foram centrifugadas por 5 minutos a
700 x g. As células foram contadas em camara de Neubauer e passadas para novo frasco de

cultura.
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3.3 Tratamento das células HSG com nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com

citrato (NPM-citrato) para ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade

Para os ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade foram mantidas inicialmente
5x103 células por poco em placas de poliestireno de 96 pocos contendo 200ul de meio DMEM
nas mesmas condi¢Bes descritas no item 3.2. Ap6s 24h, o meio DMEM com soro fetal bovino
foi substituido por 200 pl de meio DMEM sem soro a fins de estabilizar ao maximo a fase do
ciclo celular em Go mantendo a cultura o mais uniforme possivel. O tratamento com as
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com citrato (NPM-citrato) em diferentes
concentracdes foi administrado 24h depois da troca do meio, conforme a tabela 1, e os tempos

considerados para cada tratamento foram de 24h e 48h.

Tabela 1. Tratamentos administrados as células HSG para o teste de viabilidade celular

mediante ensaio de MTT.

Tratamento Concentracdo de NPs (mg/mL) Tempo de exposicao
PBS - 24h e 48h
NPM-citrato 0,04 24h e 48h
NPM-citrato 0,09 24h e 48h
NPM-citrato 0,15 24h e 48h
NPM-citrato 0,30 24h e 48h
NPM-citrato 0,75 24h e 48h
NPM-citrato 1,50 24h e 48h
NPM-citrato 3,00 24h e 48h

3.4 Citotoxicidade e ensaios de viabilidade celular

3.4.1 Ensaio de MTT

O ensaio de MTT é um ensaio colorimétrico capaz de avaliar a viabilidade celular
(Mosmann, 1983) a partir da metabolizacdo do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) que ocorre apenas em células metabolicamente ativas. Nestas
células, enzimas oxidorredutases mitocondriais séo capazes de clivar o anel tetrazélio presente
no MTT, gerando um produto de reacao denominado cristal formazan que € solubilizado em
uma solucdo de cor roxa. A absorbancia registrada em um comprimento de onda de 595nm é
proporcional ao nimero de células metabolicamente ativas, o que permite avaliar a viabilidade

celular.
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Ap6s a incubacdo das células HSG com os tratamentos descritos no item 3.3,
removeu-se 0 sobrenadante da cultura e adicionou-se 150 pl de solucdo de MTT (1 mg/mL) em
meio de cultura DMEM suplementado a 10% de SFB em cada poco. A incubacéo das placas foi
de 4h a 37°C e atmosfera umidifcada com CO2z a 5%. Ap6s o periodo de incubacéo a solugéo
de MTT foi removida e os cristais de formazan foram solubilizados com 200 pl de DMSO.
Prosseguiu-se com a leitura de absorbancia de cada po¢o em espectrofotbmetro Spectramax

(Molecular Devices) a 595nm. O experimento foi realizado em triplicatas técnicas e bioldgicas.

3.4.2 Ensaio de LDH

A enzima lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima estavel do citosol presente em
todos os tipos celulares e catalisa a oxidacdo de lactato a piruvato na presenca de NAD*.
Células que sofreram lise, rapidamente liberam LDH através de suas membranas no meio
extracelular. O LDH liberado no sobrenadante das culturas é mensurado por ensaio enzimatico
(Nachlas, 1960) que resulta na conversdo de um sal tetraz6lio em vermelho de formazam. A
quantidade de LDH liberada é portanto, proporcional ao nimero de células lisadas, ndo-viaveis.

Para realizagdo do ensaio, seguiu-se o0 mesmo padrdo de tratamento descrito no item
3.3 porém com diferentes concentragfes de NPM-citrato que estao descritas na tabela 2. Ap6s
incubacdo das células com os respectivos tratamentos, utilizou-se o kit CytoTox 96® Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, USA) seguindo especificacdes do fabricante. As
concentracdes neste ensaio foram ajustadas ap6s a andlise da morfologia de células tratadas

nestas mesmas condi¢des que seré descrita no item 3.5.

Tabela 2. Tratamentos administrados as células HSG para o teste de viabilidade celular
mediante ensaio de LDH.

Tratamento Concentracdo de NPs (mg/mL) Tempo de exposicao
PBS - 24h e 48h
NPM-citrato 0,5 24h e 48h
NPM-citrato 1,0 24h e 48h
NPM-citrato 15 24h e 48h
NPM-citrato 2,0 24h e 48h
NPM-citrato 2,5 24h e 48h
NPM-citrato 3,0 24h e 48h

3.5 Analise morfolégica das células HSG tratadas com NPM-citrato

3.5.1 Ensaio de coloracdo apos 24h e 48 de tratamento

Foi utilizado um conjunto de corantes Instant Prov (NewProv Ldta) gentilimente cedido

pela Prof. Dra. Isabel Silva. O Instant Prov é composto por corantes acidos e basicos corando
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as estruturas celulares de acordo com suas afinidades. Os nucleos das células tomam as cores
basicas, enquanto os corantes acidos agem sobre elementos citoplasmaticos. O conjunto de
trés solucBes consiste em Instant prov I, que tem a finalidade de fixar as células, e Instant prov

Il e lll, gue promovem a coloracdo do citoplasma e do nucleo, respectivamente.

Em placas de poliestireno de 24 pocos, foram cultivadas inicialmente 10° células em
meio DMEM suplementado a 10% de SFB. Apds 24h, o meio suplementado foi trocado por
meio sem soro. O tratamento foi administrado por 24h e 48h. Apés cada tempo de
administracdo do tratamento, 0 meio com as nanoparticulas foi completamente removido e
cada poco lavado com solu¢éo de PBS 1x. Foram adicionados de forma independente 300ul de
solucao Instant Prov I, Il e Ill e retirados apos 10, 20, e 10 segundos respectivamente. Apés a
remocéao da solucéo Instant Prov lll, foram adicionados 500ul de PBS 1x e prosseguiu-se para

0 microscopio de luz invertido AxioVert (Zeiss, USA).

3.5.2 Detecc¢éo da presenca de Fe intracelular pelo método Azul da Prussia

Qualquer ion férrico (+3) presente na célula se combina com ferrocianeto resultando na
formacgéo de um pigmento azul denominado de Azul da Prussia ou ferrocianeto férrico. Por ser
uma técnica histolégica bastante sensivel, foi utilizado para detectar até as menores

concentracdes de ferro intracelular.

Em placas de poliestireno de 12 pocos, foram cultivadas inicialmente 102 células em meio de
cultura DMEM suplementado a 10% de SFB. Apés 24h, os tratamentos foram administrados
nas concentracdes de 0,5 mg/mL e 3,0 mg/mL e a incubacéo procedeu-se a 37°C em ambiente
Umido com CO2 a 5%. Apos 24h e 48h, as células foram fixadas com 1 ml solugdo de metanol
gelado por 3 minutos. Apés a fixacdo e aspiracao do agente fixador, adicionou-se 1 ml de
solugdo Azul da Prissia (Ferrocianeto de Potassio e HCl a 4% em proporcao de 1:1 v/v) a cada
poco. Apos 15 minutos, foi utilizado PBS 1x para lavagem dos pogos e adicionou-se 1 ml de
corante vermelho neutro para contrastar o nucleo celular a fins de facilitar a visualizagédo e
distincdo entre estruturas celulares e depdsitos de ferro quando observadas em microscopio de

luz.

3.5.3 Ensaio de coloracéo e deteccdo da presenca de Fe apds exposi¢cdo transiente as NPM-

citrato

Para avaliar a morfologia das células ap6s a retirada do meio contendo as NPM-citrato,
foi desenvolvido um ensaio de exposi¢céo transiente a essas particulas (Fig4). Foram semeadas
5x108 células por poco em placas de poliestireno de 24 pocos. Apos a aderéncia das células,
foi adicionado ao grupo controle DMEM contendo PBS a 1x e aos grupos experimentais
adicionou-se NPM-citrato a 0,5 mgFe/mL e 3,0 mgFe/mL. Os grupos experimentais foram

divididos naqueles que receberam os tratamentos por 24h e aqueles que o receberam por 48h.
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A incubacéo procedeu-se a 37°C em ambiente imido com CO2 a 5% por 24h e 48h. Apés 24h,

as células foram lavadas 3 vezes com solucéo salina (PBS) e o meio foi substituido por meio

DMEM livre de NPM-citrato suplementado a 10% de SFB. As células voltaram a incubacado a
37°C em ambiente Umido com CO:2 a 5% por 24h, 48h e 72h.
Apo6s cada tempo experimental (24h, 48h e 72h) As células foram coradas pelos

métodos descritos nos subitens 3.5.1 e 3.5.2.

| 2

Controle [0,5mg/mL]  [3,0mg/mL] Controle [0,5mg/mL]  [3,0mg/mL] Controle [0,5mg/mL]  [3,0mg/mL]
24h ou 48h de
tratamento
Controle [0,5mg/mL]  [3,0mg/mL] Controle [0,5mg/mL]  [3,0mg/mL] Controle [0,5mg/mL]  [3,0mg/mL]
24h
48h 72h

Figura 6. Desenho experimental do ensaio transiente. Foram semeadas 5x10° células por poco (1) e
tratadas com meio de cultura DMEM contendo PBS, NPM-citrato 0,5mgFe/mL e NPM-citrato
3,0mgFe/mL. Apds 24h e 48h de tratamento (3), os meios contendo PBS ou NPM-citrato foram

substituidos apenas por meio novo suplementado a 10% de SFB. As células foram coradas e

visualizadas apos 24h, 48h e 72h.

3.6 Analise de efeitos epigenéticos

3.6.1 Perfil de metilagdo global de DNA de células HSG tratadas com NPM-citrato por 24h e

48h
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Com o propésito de caracterizar o perfil de metilacédo global de DNA apés a exposicao
das células as NPM-citrato, foi realizado o ensaio de quantificacdo de metilacdo de DNA por
meio do kit MethylFlash™ Global DNA Methylation Quantification (Epigentek, USA), segundo
as orientacdes do fabricante (Fig7).

Foram semeadas em placas de poliestireno de 12 pogos 5x10° células HSG e
procedeu-se o tratamento conforme descrito na secéo 3.3. Apés 24h e 48h, o DNA gendmico
das foi extraido por meio do reagente DNAzol (Invitrogen, USA) de acordo com as orientacfes
do fabricante. Apés a incubacdo, o meio de cultivo foi removido e foram adicionados 500uL de
DNAZzol diretamente nos pocos a temperatura ambiente. Procedeu-se entdo a homogeneizacdo
cuidadosa para lise celular. O lisado celular foi coletado em microtubos de 1,5mL e foram
adicionados 250uL de etanol gelado a 100%. A reacdo foi homogeneizada por inverséo e
incubada por 3min a temperatura ambiente. As amostras foram entédo centrifugadas a 5000 rpm
por 2 min a 4°C e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, o pellet de DNA foi lavado
duas vezes, através da adicdo de 1mL de etanol gelado a 70% e centrifugacdo a 5000 rpm por
2min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram deixadas para secar por 10
min a temperatura ambiente. O pellet de DNA foi ressuspendido em 30 pL de agua nuclease-
free. As amostras foram quantificadas por meio de espectrofotometria no NanoDrop (Thermo) e

uma aliquota de cada amostra foi ajustada para 50 ng/uL.

Para a detecgdo de metilagdo global de DNA, foram aplicados 80uL da solugédo de
ligacdo e 2 pyL das amostras, 1 pyL do controle negativo e 1 puL dos controles positivos nos
pocos da placa de 96 pocos com alta afinidade por DNA. Foram utilizados 5 controles positivos
(0,5;1,0;2,0;5,0;10,0 ng/uL) para a construgdo da curva padrdo. Os pocos foram selados com
Parafilm M e incubadas a 37°C por 90 min. A solugéo foi entdo descartada e os pog¢os foram
lavados com tampéo de lavagem por trés vezes. Foram adicionados 50 pyL do anticorpo de
captura (a diluicdo de 1:1000), que foi incubado por 1 h a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e os pocos foram lavados com tampéo de lavagem por trés vezes.
Em seguida, foram adicionados 50 uL do anticorpo de detecgéo (diluido a 1:2000 v/v), que foi
incubado por 30 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e 0s pogos foram
lavados com tampéo de lavagem por quatro vezes. Foram adicionados 50 uL da solugéo de
amplificacéo de sinal (diluida a 1:5000), que foi incubada por 30 min a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e os pogos foram lavados com tampédo de lavagem por cinco
vezes. Para detectar o sinal da metilacdo global de DNA, foram adicionados 100 uL da solugao
de desenvolvimento de coloracdo, que foi incubada por 10 min a temperatura ambiente e no
escuro. Posteriormente, foram adicionados 100 uL de solugdo de parada e as amostras foram
transferidas para uma placa de 96 pocos de poliestireno para a leitura da absorbancia (450 nm)

em espectrofotbmetro EON.
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Extra¢do do DNA gendomico

Ligagdo do DNA aos pogos

Lavagem dos pogos e adicao
do anticorpo de captura

Lavagem dos pogos e adigao
do anticorpo de detecgdo e
solucdo enhancer

Figura 7. Representagdo esquematica do método utilizado para quantificagdo de Metilagao global de
DNA utilizando o kit MethylFlash™ Global DNA Methylation Quantification (Epigentek, USA).

3.6.2. Analise Estatistica

Para determinar a quantidade de DNA metilado no genoma em porcentagem seguiu-se
orientacdo do fabricante (Epigentek, USA). Foi construida uma curva padrdo com os valores de
densidade 6ptica (OD) e a concentragdo definida dos controles positivos. Posteriormente, foi
determinada 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 inclinagcdo da curva multiplicado por 2. Os valores ja se encontravam em
porcentagem, pois foram adicionados em cada po¢o 100ng de DNA. O gréfico relativo a
metilacdo global foi analisado pelo teste estatistico (ANOVA two-way com pos-teste Tukey), ja
que foram analisados dois pardmetros experimentais: tempo de exposi¢cdo e concentracdo do

tratamento.

3.7.3 Quantificacao de acetilagdo das proteinas Histona H3 e H4 de células HSG tratadas com
NPM-citrato por 24h

Para caracterizar uma possivel modificagdo na acetilagdo das histonas H3 e H4, foram
utilizados os kits EpiQuick Global Histone H3 acetylation quantification e EpiQuick Global

Histone H4 acetylation quantification (Epigentek, USA). O protocolo possui 2 etapas principais:

34



(1) extracdo de histonas das células apés tratamento e (2) deteccao e quantificacdo de
histonas H3 e H4 acetiladas (Fig8). Para a extracdo das histonas, as células HSG foram
semeadas e tratadas como descrito na secéo 3.3. Apds 24, o meio foi retirado e as células
tripsinizadas a 37°C e em seguida lavadas com PBS 1X por centrigugacéo a 2500 x g por 2
min. O pellet obtido foi ressuspendido com 100ul de solucéo de lise GF1 e incubadas no gelo
por 5min. A solucao foi entdo centrifugada por 30 s a 10000 x g e o pellet resultante foi
ressuspendido com 300 pl de tampéo de extracdo GF2/glicerol, homogeneizado e incubado no
gelo por 5min. Procedeu-se uma centrifugacéo a 10000 x g por 5 min a 4°C e o sobrenadante
foi transferido para um tubo de 1,5 mL. Adicionou-se 100ul de TCA 100% e incubou-se por
30min no gelo. O precipitado foi coletado por centrifugacéo a 10000 x g por 10 min a 4°C. O
sobrenadante foi entdo removido e 1 mL de acetona:HCL foi adicionado. O pellet foi coletado
por centrifugacéo a 10000 x g por 2min a 4°C e posteriormente lavado com acetona e incubado
no gelo por 1 min. Seguiu-se uma centrifugagéo para recuperacéo do pellet a 10000 x g por 2
min, o sobrenadante foi removido e o pellet foi deixado por 5 min a temperatura ambiente para
secar. Para dissolucdo do pellet, 40ul de &gua destilada foram adicionados, a concentracédo de
proteina foi quantificada em NanoDrop (Thermo Scientifics) e as amostras foram guardadas a —
80°C.

Lise celular

Extragdo de histonas

Adig¢do da solugdo de histonas
nos pogos

Anticorpo de captura e
lavagens

Anticorpo de deteccdo e
lavagens

Solugao de desenvolvi-
mento da coloragdo e

Figura 8. Representagdo esquematica do mé@ity 98200 para detecgdo de acetilagdo de
Histonas H3 e H4 pelos kits EpiQuick Global Histone H3/H4 acetylation quantification.

Para a quantificacao de acetilacao das histonas H3 e H4, as proteinas extraidas foram

ajustadas para uma concentracdo de 200 ng/ul com solugédo tampéo GF4. O kit fornece os
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pocos em strips onde serdo aplicadas as amostras. A cada poc¢o foram adicionados 5 pl da
solucao de proteina, 5 pl de GF4.como controle negativo e 5ul de Histona H3 ou H4 a 5 ng/ul
acetiladas como controle positivo (fornecido no kit). A placa foi incubada por 60 min a 37°C em
ambiente livre de umidade. Depois, foram adicionados 150 ul de tampéo bloqueador (GF5) por
mais 30 min a 37°C. Em seguida, a solucéo foi removida e os poc¢os lavados com tampéo de
lavagem GF3 por trés vezes. Diluiu-se o anticorpo de captura (GF7) com o tampdo GF6 (1:100
v/v) e 50 pl foram adicionados a cada poco. Incubou-se a placa por 60min a 37°C sob agitacédo
a 100rpm. Os pocos foram entdo lavados com tampéo de lavagem GF3 por quatro vezes. Em
seguida, o anticorpo de deteccao (GF8) foi diluido com GF6 na proporcao 1:1000 e 50 pl foram
adicionados a cada poco. Apés 30 min a temperatura ambiente, os pocos foram lavados quatro
vezes com GF3. Finalmente, 100 ul de solucdo de desenvolvimento (GF9) foi adicionado e
incubou-se por 6min a temperatura ambiente no escuro. 10 pul de solucdo de parada foi

adicionada em cada poco e a absorbancia foi registrada a 450 nm em espectrofotbmetro EON.

Para quantificacdo da porcentagem de acetilagdo das amostras em relacdo ao controle,

foi utilizada a férmula fornecida pelo fabricante.

(Média 0D amostra—branco )
(0D controle—branco)

X 5 ng , onde 5 equivale a quantidade utilizada do

controle endégeno. A quantidade de proteina utilizada foi ajustada para 200ng. Portanto,

procedeu-se com a formula (ng/200ng) x 100% para determinar a porcentagem de

acetilacdo por amostra.

3.8 Andlise da producao de ROS em células HSG

Pode-se mensurar a producéo de espécies reativas intracelular utilizando-se o corante
H2DCF-DA (Sigma-Aldrich). Este é um corante ndo fluorescente ligado ao diacetato. O
diacetato é transportado para o interior da célula e clivado a H.DCF. O H2DCF reage com
espécies reativas de oxigénio e emite uma fluorescéncia na cor verde. Pode-se agora

mensurar qualitativa e quantitativamente a producéo de ROS (espécies reativas de oxigénio).

Foram semeadas 5x10% células HSG em placas de poliestireno de 96 pocos e apés
24h foi adicionado o fluido magnético contendo as nanoparticulas de 6xido de ferro nas
concentragdes de 0,5 mgFe/mL e 3,0 mgFe/mL. Apos os tratamentos de 24 e 48h, foram
adicionados 100 pl de H2DCF-DA a 10 uM. Apés a incubacgéo por 30 min, a 37°C no escuro, as

células foram lavadas com solugéo salina e visualizadas em microscopio de fluorescéncia.

3.9 Extracdo de RNA e PCR Quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR) para analise de

niveis de transcritos de genes alvo
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3.9.1 Extracé@o do RNA total

Ap6s o tratamento realizado como descrito no item 3.2, as NPM-citrato foram retiradas
do meio celular para posterior extracdo do RNA celular. O RNA total das células foi extraido por
meio do kit de extracdo de RNA lllustra RNAspin Mini (GE Healthcare), segundo as orienta¢cbes
do fabricante. As células HSG foram coletadas por meio de tripsinizagdo e centrifugadas por 3
min a 100 x g rpm. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado ao pellet 350 pL de tampéo
de lise e 3,5 pyL de B-mercaptoetanol. As amostras foram homogeneizadas e filtradas em
colunas de filtragem, por meio de centrifugagdo a 11000 x g por 1 min. A solucéo foi transferida
para microtubos de 1,5 mL RNAse-free e adicionou-se 350 puL de etanol 70% gelado. As
amostras foram entédo aplicadas em colunas de silica e centrifugadas por 30seg a 8000g. O
flow-through foi descartado e foram adicionados 350 yL de tampao de dessalinizagdo as nas
colunas, que foram centrifugadas a 11000 g por 1min. O flow-through foi descartado e as
amostras foram tratadas com 95 pL de solugdo contendo DNAse (10mg/mL) e incubadas por
25 min a temperatura ambiente. Em seguida, 200 uL de tampéao de inativagcdo da DNAse foram
adicionados as colunas, que foram centrifugadas a 11000 g por 1 min. As colunas foram
lavadas duas vezes com tampéo de lavagem e submetidas a centrifugagéo por 2 min a 11000
g. As colunas foram transferidas para microtubos de 1,5 mL RNAse-free e as amostras foram
eluidas em 60 pL de H20 RNAse-free e armazenadas a -80°C. As amostras de RNA foram
posteriormente quantificadas por espectrofotometria em NanoDrop2000 (ThermoScientific) e

suas integridades foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose 1% em tampéo TAE 1X.

3.9.2 Obtencédo dos cDNAs para ensaio de PCR Quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR)

Para a obtencdo dos cDNAs, utilizou-se o kit kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems) para as reacdes de transcricdo reversa de acordo com orientaces do
fabricante. Para isso, 10 pyL 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 4gua nuclease-free) foram adicionados em cada uma das amostras
de RNA total (1ug de RNA em 10uL de agua). A reacao de transcrigéo reversa foi realizada em
termociclador Veriti® (Applied Biosystems) sob as seguintes condi¢des: 10 min a 25 °C; 120
min a 37°C; 5 min a 85°C. As amostras foram 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 condi¢cdes de tratamento foi analisada por meio

da técnica de PCR em Tempo Real, empregando-se o kit SYBR® Green Master Mix (Applied
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Biosystems). Para isso, 2 yL dos cDNAs; 5uL do SYBR® Green Master Mix; 0,2uL do primer
forward (10uM); 0,2uL do primer reverse (10uM) e 2,6 uL de agua foram aplicados por pogo 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 condic¢des: 50 °C por 20seg; 95 °C por 10 min; 40 ciclos de 95 °C
por 15 seg e 60 °C por 1 min; 95 °C por 15 seg, 60 °C por 1 min; 95 °C por 30 seg e 60 °C por
15 seg. Antes das rea¢Bes 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 3.
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Tabela 3. Sequéncia e tamanho dos amplicons dos primers para os genes COX-2, DNMT1, DNMT3a,
GAPDH, HDAC1, HDAC2, FerritinaH e Ferritinal (Retirados de Logan et al, 2013; Waltregny et al, 2004;
Ryott et al, 2011 e Huang et al, 2013).

Nome Forward Reverse Amplicon
COX-2 GCACGTCCAGGAACTCCTCA GGGGTAGGCTTTGCTGTCTG 74pb
DNMT1 GGTTCTTCCTCCTGGAGAATGTC GGGCCACGCCGTACTG 141pb
DNMT3a CAATGACCTCTCCACGTCAAC CATGCAGGAGGCGGTAGAA 89pb
HDAC1 ACCGGGCAACGTTACGAAT CTATCAAAGGACACGCCAAGTG 102pb
HDAC2 TCATTGGAAAATTGACAGCATAGT CATGGTGATGGTGTTGAAGAAG 151pb
Ferritina H ACTGATGAAGCTGCAGAACC GTCACCCAATTCTTTGATGG 246pb
Ferritina L CAGCCTGGTCAATTTGTACCT CGGTCGAAATAGAAGCCCAGAG 65pb
GAPDH CAGCCTCAAGATCATCAGCA ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT 137pb
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RESULTADOS E DISCUSSAQO
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OD 595nm

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinag8es das concentra¢g8es de NMP-citrato

Para determinar as concentracdes de NPM-citrato foram realizados testes de
viabilidade e citotoxicidade celular. Os resultados dos ensaios de MTT foram realizados 24h e
48h apoés os tratamentos com NPM-citrato. Apds 24h de tratamento ndo foi observada, em
nenhuma concentracdo, citotoxicidade celular significativa em relagcdo ao controle (Fig9).
Embora os resultados para o tratamento de 48h apresentem uma diferenca estatistica de
citotoxicidade para as concentracbes de 0,04, 0,09, 0,15 e 0,3 mgFe/mL, podemos observar
que para as maiores concentra¢es (0,75, 1,5 e 3,0 mgFe/mL) ndo houve alteracdo. Sendo
assim, considerou-se que biologicamente nenhuma das concentragbes afetou de forma

significativa a membrana mitocondrial.

Ensaios de viabilidade requerem um certo cuidado na geracédo de falsos-positivos e
para a obtencdo de um resultado fiel, mais de uma técnica deve ser utilizada como, por

exemplo, ensaios de integridade de membrana celular (Azul de Trypan e lactato desidrogenase

24h
48h
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Figura 9. Avaliagao da citotoxicidade por meio do ensaio de MTT. Apds 24h de tratamento com NPM-citrato e apos

48h. Houve diferenca estatistica entre os tratamentos apenas para o ensaio de 48h.

— LDH). Portanto, foi realizado o teste de viabilidade celular por meio do ensaio de LDH (Fig10)
para confirmar o resultado obtido por meio do ensaio de MTT (Fig9). As células com leséo na
membrana liberam LDH para o meio extracelular e assim pode-se determinar a mortalidade
celular. Neste ensaio os dois tempos de exposicdo (24 h e 48 h) foram agrupados em uma
Unica representagdo grafica ja que ndo houve diferenca significativa de citotoxicidade em

nenhuma concentracdo ou tempo testados. Este resultado, portanto, corrobora o resultado
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anterior de que as NPM-citrato nas concentracfes e tempos testados ndo tiveram efeitos
citotéxicos e ndo afetaram a viabilidade das células HSG. Ainda assim, é fundamental que mais
estudos com células HSG e particulas de 6xido de ferro sejam realizados em diferentes tempos
e concentragBes mais elevadas. Mahmoudi et al, 2009 realizou experimentos com fibroblastos
de camundongo tratados com SPIONs por até 96 h e em concentragBes de até 10 mgFe/mL e

observou uma viabilidade celular de 80% em relacédo ao controle.
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Figura 10. Avanagao aa citotoxicidace por meio do ensalo de LUH. Nennuma das concentragdes
testadas apresentou significativa citotoxicidade em relagdo ao controle. A citotoxicidade observada
para todos os tratamentos foi de 15-20%, o que configura uma dose de NPM-citrato sub-letal para as
células HSG.

Os efeitos citotdxicos de NPM-citrato ainda s&o intensamente estudados e discutidos e
ainda ndo se chegou a um consenso sobre doses e tempos dependentes necessérios para
causar mortalidade celular expressiva. Carneiro et al, 2013 e Press et al, 2010 comprovaram a
susceptibilidade a NPMs em células de cancer de mama e macréfagos J774, respectivamente;
enquanto que Huang et al, 2013 demonstra o contrario em células de carcinoma de pulméo
A529. A citotoxicidade de NPMs depende de diversos fatores incluindo o tipo celular em

estudo.

Hong et al, 2011 testaram a resposta de nanoparticulas de ferro com diversos grupos
de cobertura acoplados, incluindo o citrato, em células de fibroblasto murino. A partir de seus
resultados, concluiram que houve uma leve redugdo da viabilidade celular (15%) dose-
dependente, resultado similar ao obtido no presente trabalho. Podemos especular portanto,
gue a citotoxicidade primaria se origina apés a internalizagcao das nanoparticulas pela célula ao

invés de causar um dano fisico a membrana celular.
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Jeng et al, 2006, também mostraram que o niumero de nanoparticulas por célula assim
como o nimero de células utilizadas também afeta o resultado da analise toxicolégica.
Portanto, podemos afirmar que nossos resultados séo consistentes com a literatura que afirma
que a toxicidade de nanoparticulas depende do tipo celular, do tempo de exposicdo e das
caracteristicas (carga, tamanho, cobertura) e concentracdo das nanoparticulas utilizadas
(Mahmoudi et al 2012, Hassan et al, 2014).

4.2. Analise morfolégica das células HSG tratadas com NPM-citrato

Com a finalidade de melhor avaliar o comportamento celular apés administragdo dos
tratamentos com NPMs, analisou-se a morfologia celular apos 24h de exposicdo as
nanoparticulas. Apesar de os resultados anteriores dos ensaios de MTT e LDH inferirem que
ndo houve citotoxicidade por parte do fluido magnético nas concentragbes administradas, a
andlise morfolégica demonstrou que alteracdes morfoldégicas podem ser atribuidas a uma
toxicidade ainda que esta ndo cause a morte celular. Pode-se observar na figura 11 que as
células HSG encontram-se com a morfologia alterada a partir da concentragéo de 1,0mgFe/mL.
A presenca de vacuolos intracelulares e sua ocorréncia é diretamente proporcional a
concentracdo utilizada em cada tratamento (Figl2). Pouquissimos artigos na literatura
mencionam a formacgéo destes vacuolos apds exposicdo a SPIONs. Mahmoudi et al, 2009
acredita que estes vacuolos sejam formados por vesiculas de gas e que estas contribuam para
a toxicidade de SPIONs devido a mudancas em fungéo proteica e equilibrio ibnico. Neste
estudo publicado em 2009, células de fibroblasto de camundongo L929 apresentaram uma
vacuolizacao similar apos o tratamento com as nanoparticulas de oxido de ferro. Mais estudos
s&0 necessarios para total elucidacdo deste fenémeno.
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Figura 11. Porcentagem de células HSG vacuolizadas. A medida que a
concentracdo de ferro intracelular aumenta, a vacuolizagdo é crescente
chegando a quase 100% de células vacuolizadas no tratamento com NPM-citrato
na concentragdo de 3,0mgFe/mL.
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Figura 12. Células HSG coradas e observadas em microscopio de luz apds 24h de exposicdo a
NPM-citrato em diferentes concentragdes. A) Controle com células ndo tratadas. B)
0,5mg/mL. C) 1,0mg/mL. D) 1,5mg/mL. E) 2,0mg/mL. F) 2,5mg/mL. G) 3,0 mg/mL. Os
destaques em cada foto visam evidenciar a presenca de vacuolos cada vez mais numerosos a
medida que aumenta-se a concentracdo das NPM-citrato. Barra de escala: 50um.
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4.3. Deteccao da presenga de Fe intracelular pelo método Azul da Prussia

Gu et al, 2011 demonstrou pelo método de coloracdo de Azul da PrUssia que em
células de macréfago de murino RAW264 a internalizacdo de SPIONs era tempo e
concentracdo dependente. A deteccdo do ferro é evidente apds o tratamento com as
nanoparticulas por 24 e 48h (Figl3). Pode-se afirmar que o ferro é internalizado e localiza-se
majoritariamente no citoplasma. A presenca dos vacuUolos nas células expostas a 3mgFe/mL
ndo provocou alteracdo visivel em resposta a presenca do ferro. As diferentes vias de
captacao celular de SPIONs (Fig4) incluem difusdo passiva, endocitose mediada por receptor,
endocitose mediada por clatrina e caveolina ou fagocitose (Panyam et al, 2002; Hillaireau et al,
2009). Além da captacao de ferro pelas vias citadas as nanoparticulas e, por consequéncia o

ferro, também podem ser excretadas do meio intracelular (Sakhtianchi et al, 2013).

Controle 0,5mgFe/mL 3,0mgFe/mL

24h

48h

Figura 13. Células HSG coradas pelo método Azul da Prissia apés 24h e 48h de tratamento com NPM-
citrato a [0,5mgFe/mL] e [3,0mgFe/mL]. Células sem tratamento (A e D); Apds 24h de tratamento com
[0,5mgFe/mL] (B) [3,0mgFe/mL] (C); Apds 48h de tratamento com [0,5mgFe/mL] (E) e [3,0mgFe/mL] (F)
Barra de escala: 50um.
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Em geral, o destino das NPs nas células e sua distribuicdo nas organelas sao
influenciados pelas vias de captacdo. As caracteristicas das particulas (tamanho, forma e
propriedades da cobertura) bem como o tipo celular também influencia no padrao de
endocitose e exocitose bem como o tempo de retengéo intracelular das particulas. (Cartiera et
al, 2009, Chu et al, 2011)

Wang et al, 2012 mediu a captacgédo e excregdo de nanoparticulas de CuO em células
A549 e observou que as NPs localizadas na mitocéndria e no nucleo nao foram excretadas
pelas células. Chu et al, 2011 demonstrou que NPs de silica em lisossomos de células H1299
séo exocitadas mais facilmente quando comparadas a NPs no citoplasma, enquanto que
Stayton et al, 2009 mostrou que NPs que saem de vesiculas endociticas ou lisossomos para o
citoplasma tém mais dificuldade na exacitose. Isto ocorre pois, num processo tipico de
exocitose, as NPs s&o inicialmente englobadas em lisossomos antes de serem transportadas

para a membrana celular para excrecgéo.
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0,5mgFe/mL 3,0mgFe/mL

24h/24h

24h/48h

24h/72h

Figura 14. Ensaio Azul da Prussia transiente em células HSG apds 24h de tratamento. As células foram
tratadas por 24h com NPM-citrato a 0,5 e 3,0mgFe/mL. Apds 24h o meio celular foi substituido por meio novo
livre de nanoparticulas. As células foram coradas e analisadas apds 24h (24h/24h), 48h (24h/48h) e 72h
(24h/72h) apds a substituicdo do meio. Barra de escala: 50nm.
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0,5mgFe/mL 3,0mgFe/mL

48h/24h

48h/48h

48h/72h

Figura 15. Ensaio Azul da Prussia transiente em células HSG apds 48h de tratamento. As células foram tratadas
por 48h com NPM-citrato a 0,5 e 3,0mgFe/mL. Apds 24h o meio celular foi substituido por meio novo livre de
nanoparticulas. As células foram coradas e analisadas apds 24h (48h/24h), 48h (48h/48h) e 72h (48h/72h) apés a
substituicdo do meio. Barra de escala: 50um.
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Com o proposito de analisar se as NPs permaneciam no espaco intracelular apés a
retirada do meio contendo as nanoparticulas, um ensaio transiente foi estabelecido como
mostrado na figura 6. As células foram tratadas com as nanoparticulas a 0,5mgFe/mL e
3,0mgFe/mL por 24 (Fig 14) e 48h (Fig 15). O experimento gerou um resultado interessante
pois apesar de o ferro ndo ter sido eliminado ou foi parcialmente eliminado, os vacuolos de gas
gue se formaram apds a exposicdo de 3,0mgFe/mL ndo sdo evidenciados ap0s a retirada das
nanoparticulas. Ap6s 24h da retirada do tratamento das células tratadas por 24 e 48h restam
apenas alguns vacuolos e 72h ap6s a retirada em ambos os tempos de exposi¢ao, o fenotipo
desaparece. Podemos inferir portanto, que o acumulo de ferro ndo é responsavel pela
formacado dos vacuolos de gas. A exocitose tampouco foi evidenciada ja que o ferro continua
presente no meio intracelular. Outros experimentos podem ser realizados para determinar se
apos um periodo maior (96h, 120h) ocorre essa excrecao do ferro. Presume-se que as NPs
estejam retidas em alguma organela que ndo os lisossomos dificultando a exocitose. Porém,
mais experimentos sdo necessarios para maiores elucidacfes do que pode estar ocorrendo
com as nanoparticulas, seu destino e vias de exocitose, se é que elas ocorrem neste tipo

celular.

Como dito anteriormente, o ferro é essencial para o crescimento e homeostase celular,
mas é potencialmente téxico para células e tecidos j& que o ferro em excesso pode contribuir
para a iniciagdo e crescimento tumorais. Porém, em um estudo de Huang et al, 2013 o estresse
oxidativo causado pela exposicdo a nanoparticulas foi utilizado de forma benéfica para o
tratamento de tumores. A B-lapachona (B-lap), uma nova droga antitumoral mostrou uma
especificidade consideravel ao cancer por aumentar seletivamente o estresse por espécies
reativas de oxigénio (ROS) em células tumorais. Neste estudo, Huang et al demonstraram um
sinergismo entre a B-lap e SPIONs que aprimorou a terapia contra o cancer. Estas SPIONs
liberam seletivamente em pH &cido ions de ferro no interior de células tumorais que interagem
com peroxido de hidrogénio gerado pela B-lap de maneira tumor-especifica. Através da reagéo
de Fenton, estes ions de ferro aumentam consideravelmente os niveis de estresse por ROS
em células tumorais expostas a B-lap. Desta forma, o grupo autor deste trabalho, demonstrou
que o estresse oxidativo pode ser utilizado de maneira favoravel em novas terapias contra

células tumorais.

4.4. Analise da producéo de ROS em células HSG

Apéds a captacédo celular, as nanoparticulas permanecem em lisossomos até que sejam
decompostas em ferro livre que € liberado no citoplasma. A concentracdo de ferro celular total
aumenta e pode contribuir com variacdes na expressao da Ferritina e producao de espécies
reativas de oxigénio. Avaliou-se, portanto, a producdo de ROS em células HSG tratadas com
0,5mgFe/mL e 3,0mgFe/mL por 24h e 48h como descrito na secdo 3.6 por ensaio de H>DCF-

DA. A presenca de espécies reativas de oxigénio relevou ser dose e tempo-dependentes.
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Podemos afirmar que as nanoparticulas de ferro recobertas com citrato induzem uma maior
producdo de espécies reativas de oxigénio podendo acarretar danos celulares decorrente de
estresse oxidativo. A maioria dos eventos celulares ndo sao independentes e isolados,
portanto, um distarbio pode causar danos em diferentes compartimentos e vias celulares,
assim como uma cascata de desordem intracelular. O estresse oxidativo causado por
nanoparticulas, por exemplo, tem implicagGes diretas na expressao génica e cada vez mais
estudos, ainda que recentes, comprovam a participacdo de espécies reativas de oxigénio em

alteracdes epigenéticas.

Napierska et al, 2012 demonstraram que nanoparticulas de silica (SiO2 NPs) induziram
em células epiteliais humanas o mRNA de heme oxigenase-1 (HO-1), um marcador de estresse
oxidativo. A estabilidade do DNA também pode ser afetada em decorréncia de danos
causados pelo estresse oxidativo. Uma instabilidade pode comprometer as interagdes DNA —
DNMTs causando uma hipometilacdo do DNA. Consequentemente, a producdo de ROS pode

alterar a expressédo de genes que sao regulados via metilagdo do DNA.

Foi realizado o experimento para a quantificacdo das espécies reativas de oxigénio,
porém, os resultados foram inconclusivos devido a uma interferéncia na leitura da absorbéncia
no espectrofotdmetro. Essa interferéncia deve-se a coloracdo amarronzada das nanoparticulas

que dificulta experimentos colorimétricos ou que requerem leitura em espectrofotbmetro.
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Controle 0,5mgFe/mL 3,0mgFe/mL

24h

48h

Figural6. Presenca de espécies reativas de oxigénio em células HSG tratadas com NPs a 0,5mgFe/mL e
3,0mgFe/mL por 24h e 48h. E visivel que quanto maior o tempo e a concentracdo de exposicdo, maior a presenca
de ROS. Barra de escala: 50um.

4.5. Analise de efeitos epigenéticos

Nanoparticulas podem afetar o padrdo de metilagdo global do DNA e/ou alterar
modificacdes pés-traducionais em histonas. Portanto, sdo considerados agentes epigenéticos.
(Mazumder et al, 2007).

Com base nesta literatura, ensaios de metilacdo global de DNA e de acetilacdo das
histonas H3 e H4 fizeram parte deste estudo para melhor caracterizar o comportamento de
células HSG expostas a nanoparticulas recobertas com citrato.
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4.5.1. Perfil de metilacéo global de DNA de células HSG tratadas com NPM-citrato por 24h e
48h
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Figura 17. Quantificacao de metilacio de DNA global. Perfil de metilacdo de DNA global em
células HSG tratadas com PBS, NPM-citrato 0,5mgFe/ml e NPM-citrato 3,0mgFe/ml por 24h e
48h. Foi utilizado o teste estatistico ANOVA one-way com poés-teste Tukey.

Foi observado um aumento na porcentagem de metil-citosina em células tratadas com
3,0mgFe/mL por 24h e 48h em relacdo ao controle e a células tratadas com 0,5mgFe/mL. Este
ensaio nédo permite a identificacdo de regides do DNA diferencialmente metiladas, mas informa
se existem diferencas no perfil de metilagdo do genoma como um todo. Neste caso, podemos
considerar que as nanoparticulas induziram uma hipermetilagdo do DNA a nivel global.
Bonadio et al, 2014 relatou que as NPM-citrato em uma concentracdo de 60ug/mL induziram
uma hipometilagdo de DNA em células de cancer mamario MCF-7, e que esse perfil €
posteriormente restaurado. A concentracdo utilizada por Bonadio et al, foi 50 vezes menor do
que a utilizada no presente trabalho. Podemos inferir portanto, que diferentes concentracdes de
uma mesma nanoparticula podem induzir alteracdes epigenéticas diferentes dependendo do

tipo celular e tempo de exposicao.

Em outro trabalho, particulas de silica SiO2 NPs em células de queratindcito humano
(HaCaT) induziram uma hipometilacdo global de DNA associada a uma diminuicdo na
expressdo de DNMT1 e DNMT3a (Gong et al, 2010). O mesmo grupo observou que SiO2 NPs
foram capazes de induzir uma hipermetilacdo do gene PARP-1 nessas mesmas células
HaCaT, com simultanea diminuicdo de PARP-1 a nivel de expressdo génica e seus niveis
proteicos. O gene PARP-1 codifica para a proteina de reparo do DNA poly-ADP-ribose

53



polimerase-1, ativada por quebras na fita de DNA. PARP-1 possui a funcdo de ribosilar
proteinas envolvidas no processo de reparo do DNA incluindo histonas. Esta ribosilacédo induz
um relaxamento da cromatina que permite o acesso da maquinaria de reparo na fita de DNA

(Kauppinen and Swanson, 2007).

Nosso resultado, embora preliminar, informa que ha uma perturbacdo no perfil
epigenético nas células tratadas com a maior concentracdo de nanoparticulas testada. Tal
modificacdo no padrdo de metilacdo do DNA pode acarretar diferencas na expresséo de genes
ligados a padrdes epigenéticos como DNMTs e HDACs bem como genes vitais para o correto
funcionamento celular, como genes relacionados ao metabolismo do ferro, ciclo celular e

apoptose, estresse oxidativo, entre outros.

Outra modificacdo observada neste e em outros trabalhos inclui a modificacdo das
proteinas histonas. Pelo ensaio de quantificacdo de acetilacdo das histonas H3 e H4, foi
possivel analisar também os efeitos causados pelas nanoparticulas a nivel de modificacdo de

histonas. Foram incluidas no trabalho as histonas H3 e H4.

4.5.2. Quantificacao de acetilagéo das proteinas Histona H3 e H4 de células HSG tratadas com
NPM-citrato por 24h

Podemos observar na figura 18 que a acetilagéo tanto da histona 3 quanto da histona 4
sofreu uma diminuicdo. Em ambas as concentra¢des de ferro foi observada uma diminuicdo na
porcentagem de H3 e H4 acetiladas em relagdo ao controle. A acetilacdo da H3 diminui para
38% e 62% ap0ds os tratamentos com 0,5 mgFe/mL e 3,0 mgFe/mL, respectivamente. Para a
H4 a hipoacetilacdo foi mais acentuada, diminuindo de 82% para 4% e 10% apds os
tratamentos com 0,5 mgFe/mL e 3,0 mgFe/mL, respectivamente. A acetilacéo e desacetilacdo
de histonas é um mecanismo regulado por HATs e HDACSs, respectivamente. A hipoacetilacao,
ou uma diminuigdo na acetilagdo, esta relacionada a uma cromatina mais condensada e a uma
represséo da transcricdo. No presente trabalho foram quantificados o nimero de transcritos de
HDAC1 e HDAC2 (Fig 20 e 21).
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Figura 18. Porcentagem de acetilagdo de Histonas H3 e H4. Foi utilizado o teste estatistico
ANOVA one-way com pds-teste Tukey.

N&do podemos afirmar que estas nanoparticulas penetraram no ndcleo causando
diretamente esta modificacdo por interacdo com o DNA pois ndo foram realizados
experimentos que comprovem as vias de entrada e tréfico intracelular destas particulas.
Podemos apenas inferir que a exposicao das células HSG a nanoparticulas de 6xido de ferro
foi capaz de induzir estas alteracdes. Uma avaliacdo da exata localizagdo e distribuicdo destas
nanoparticulas apés entrada na célula complementaria a explicagdo dos resultados obtidos
neste trabalho.

Quantum dots (QDs) em baixas concentracbes sdo considerados ativadores
epigenéticos da expressao de oncogenes. Em células de cancer de mama tratados por QDs,
Choi et al, 2008 observou duas modificagGes epigenéticas: uma hipoacetilagdo da histona 3 e a
condensacdo da cromatina foi associada a uma down-regulagdo na transcricdo de genes
antiapoptoticos. Nanoparticulas de ouro (AuNPs) diminuiram a atividade de HDACs por se

ligarem a grupos sulfidrila da superficie da HDACS8 (Sule et al, 2008).

Podemos afirmar portanto, que nossos resultados sdo consistentes com a literatura.
Porém, vale ressaltar que cada nanoparticula apresenta um comportamento diferente em cada
tipo celular, que esta intimamente relacionado a suas propriedades fisico-quimicas, vias de
entrada no espaco intracelular, localizacdo e biodistribuicdo. Sendo assim, podemos apenas
inferir que as modulacdes epigenéticas apresentadas neste trabalho se restringem as
nanoparticulas de 6xido de ferro recobertas com citrato em células HSG. Além disso, é preciso

avaliar diferencas na expressao génica a fim de propor um mecanismo de regulagao genética e
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epigenética destas células quando expostas as NPs. Considerando esta afirmacdo, foram
realizados ensaios de PCR em tempo real como sete genes para melhor descrever esta

interagdo célula-particula a nivel de expresséo de transcritos.

4.6. Extracdo de RNA e PCR Quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR) para andlise do

acumulo de transcritos de genes alvo

Para a esclarecer as bases moleculares das alteracbes de metilacdo e acetilacdo
observadas nas células HSG expostas a NPM-citrato, foi analisado o acumulo de transcritos
correspondentes aos genes de duas DNA metiltrasferases (DNMT1 e DNMT3A), duas histonas
deacetilases (HDAC1 e HDAC?2), aos genes de ferritina L e H envolvidos no metabolismo do
ferro (FERRL e FERRH) e ao gene COX-2 que possui papel importante na resposta
inflamatéria induzida por estimulos de estresse. O RNA total das células foi extraido como
descrito no item 3.9.1 e por eletroforese em gel de agarose foi possivel determinar sua
integridade. E possivel notar que os RNAs extraidos estavam integros e livres de
contaminag&o com DNA (Fig.19). Estas amostras foram utilizadas para a sintese de moléculas
de cDNA e posterior quantificacéo relativa de transcritos FERRL, FERRH, DNMT1, DNMT3A,
HDAC1, HDAC2 e COX-2 em relacao ao controle enddégeno GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase), por meio da técnica de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR).

Figura 19. Eletroforese em gel de agarose a 1% das amostras de RNA utilizados na sintese de cDNAs. Os
RNAs utilizados encontram-se integros e sem contaminagdo. As imagens referem-se a uma replicata
biolégica independente de extracdo de RNA de células HSG apéds tratamento com NPM-citrato a 0,5
mgFe/mL e 3,0 mgFe/mL por 24h e 48h. A, G) Controle 24h; B, H) 0,5 mgFe/mL 24h; C, I) 3,0 mgFe/mL 24h;
D, J) Controle 48h; E,K) 0,5 mgFe/mL 48h F,L) 3,0 mgFe/mL 48h.
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A partir dos ensaios de gRT-PCR, foram gerados dois resultados referentes ao
acumulo de transcritos dos genes citados nas células expostas por 24h e 48h as NPM-citrato
nas concentragcbes de 0,5 mgFe/mL e 3,0 mgFe/mL. A diferenca mais expressiva e
significativa que podemos observar é o aumento do acimulo de transcritos referentes ao gene
COX-2 (Fig21).

O gene COX codifica para uma enzima chave para a conversao do acido aracdénico
em prostaglandinas. A enzima COX-1 é expressa constitutivamente e é responsavel pela
manutencdo da homeostase na maioria das células. COX-2, por outro lado, sob condi¢des
normais, é minimamente detectavel, mas induzida por diferentes estimulos como fatores pro-
inflamatérios, fatores de crescimento e estresse oxidativo (Seibert et al, 1994). Niveis de COX-
2 elevados foram descritos em canceres de cabeca e pescogo, esbdfago, pancreas, pulmao,
mama e figado. A ativagdo de COX-2 é um evento precoce durante a carcinogénese e participa
no crescimento e migracdo do tumor por afetar a mitogénese, adeséao celular, a apoptose e a

angiogénese.

A inducdo do gene COX-2 envolve modificacdes da cromatina sendo destague a
acetilacdo e desacetilagédo de histonas. Cao et al, mostrou que DEP (Diesel exposure particles)
aumenta a acetilacdo da histona H4 associada com o promotor de COX-2 e causa degradagéo
da histona deacetilase-1 (HDAC1). A exposicdo ao DEP aumentou a acetilagéo na histona H4
associada ao promotor de COX-2, mas 0 mesmo nao foi observado na histona H3. Apdés o
tratamento destas células com DEP, o gene COX-2 encontrou-se superexpresso assim como a
acetilagdo da histona H4 no promotor deste gene. Tal fendmeno é mediado pela degradacao
seletiva na enzima HDAC1, sugerindo portanto, que a acetilagdo € um fator importante na
expressdo de COX-2. Cao et al, 2007, demonstrou que particulas de diesel (DEP) sdo capazes
de induzir a expressdo do gene COX-2 em células de epitélio bronquial (BEAS-2B) a nivel

transcricional e proteico.
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Figura 20. Quantificacdao dos transcritos FERRL, FERRH, DNMT1, DNMT3a, HDAC]1,
HDAC2 e COX-2 em relagdo ao controle endégeno GAPDH apoés 24h de exposi¢ao a
NPM-citrato. Foi utilizado o teste estatistico ANOVA one-way com pds-teste Tukey.

Neste trabalho, COX-2 apresentou o mesmo perfil nos dois tempos e concentracdes de
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Figura 21. Quantificacdo dos transcritos FERRL, FERRH, DNMT1, DNMT3a, HDACI1,
HDAC2 e COX-2 em relagdao ao controle endégeno GAPDH apds 48h de exposicao a

NPM-citrato. Foi utilizado o teste estatistico ANOVA one-way com pds-teste Tukey.
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exposicdo: o acumulo de transcritos € visivel ap6s 24h e 48h na concentracédo de 3,0 mgFe/mL
(Fig20 e Fig21), mas o mesmo nao ocorreu na concentracdo de 0,5 mgFe/mL. Os transcritos
de HDAC1 e HDAC?2 também apresentaram alteracdes em relacéo ao controle (Fig20 e Fig21).
Interessantemente, houve uma diminuicdo de HDAC1 assim como descrito por Cao et al, 2007
e um aumento de HDAC2, o que corresponde a uma diminuicdo da acetilacdo de histonas,
como observado na figura 20. Ainda que esta diminuicdo de HDAC1 e aumento de HDAC2
ocorra em tempos diferentes (24h e 48h, respectivamente), podemos considerar como eventos
interligados que ocorrem em diferentes periodos. Seria interessante realizar a mesma
avaliacdo do acumulo de transcritos em tempos posteriores aos utilizados neste trabalho para
analisar o comportamento destes genes ao longo de diferentes tempos de exposicéo.
Considerando que as marcas epigenéticas estdo em constante modificacdo e regulacéo,

poderiamos esperar um comportamento diferente para cada periodo de exposicao.

Houve ainda uma diminuicdo nos transcritos referentes ao gene DNMT3a, uma
metiltransferase de novo apds 24 h e 48 h de exposi¢do, e uma diminuicdo de DNMT1, uma
metiltransferase de manutencao, apds 48 h (Fig20 e Fig21). Esta diminuicdo tanto das DNMTs
de novo e de manutencdo nao foi o esperado ja que a quantificagdo da metilacdo global de
DNA indicou um aumento na metilagdo em células tratadas com 3,0 mgFe/mL. Seria
necessério analisar a expressao de outras metiltransferases para relacionar esses dois

fendmenos e assim candidatar um responsavel pelo aumento da metilagéo.

Finalmente, os genes das Ferritinas L e H também sofreram um aumento apés 24h e
48h de exposicdo. Em relagcdo ao gene da Ferritina H, podemos observar um padrédo
semelhante em células expostas a 24h e 48h. Nos dois tempos de exposi¢do, ocorreu um
aumento no acumulo de transcritos em relacdo ao controle, onde o maior aumento deu-se em
células expostas a concentracdo de 3,0 mgFe/mL (Fig 20 e Fig 21). Apesar de menos
acentuado na condigdo de 0,5 mgFe/mL-24h, observa-se um aumento significativo para a
mesma concentracdo apdés 48h. Para o gene da Ferritina L, também houve aumento
significativo dos niveis de transcritos na maior concentragao (3,0 mgFe/mL) tanto em 24h como
em 48h. No periodo de 24h, a 0,5 mgFe/mL n&o houve alteragdo em relacéo ao controle, mas
sim em relacdo a concentracdo de 3,0 mgFe/mL (Fig20). No periodo de 48h observamos que
entre o controle e a concentracao de 0,5 mgFe/mL houve um aumento enquanto que entre as
concentracdes 0,5 mgFe/mL e 3,0 mgFe/mL, os niveis permaneceram constantes (Fig21). Os
genes FERRH e FERRL codificam para subunidades H e L, respectivamente, da proteina
Ferritina, responsavel por captar os atomos livres em excesso e armazené-los, evitando assim

0 seu acumulo intracelular e geracéo de radicais livres.

A Ferritina € uma proteina de 24 sub-unidades compostas por dois tipos de
subunidades: subunidade da Ferritina de cadeia pesada e subunidade de cadeia leve. Esta
proteina € regulada pelas proteinas reguladoras de ferro (IRP1 e IRP2 — iron-regulatory
protein), que reprimem a expressdo de Ferritina pos-transcricionalmente (Waldvogel-
Abramowski et al, 2014).
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Tanto a downregulacdo quanto a upregulacdo de Ferritina podem contribuir para a
sobrevivéncia do tumor dependendo do contexto celular (Alkhateeb et al, 2013). A upregulacdo
da Ferritina pode contribuir com a sobrevivéncia de células inflamatdrias, enquanto que sua
downregulacdo pode aumentar a disponibilidade metabdlica do ferro nas células tumorais,

ainda que ao custo de um estresse oxidativo persistente.

Neste trabalho, houve um aumento no acumulo de transcritos da Ferritina L e H,
provavelmente como consequéncia do excesso de ferro intracelular. Seria interessante avaliar
0s niveis de expressdo de outros genes relacionados ao metabolismo do ferro como as
proteinas reguladoras da homeostase do ferro (IRP-1 e IRP2); o transportador de Fe*2 DMT1

(Divalent metal transporter); transferrina (TF) e o receptor de transferrina (TFR1).

Além disso, uma andlise da expressao de outros genes relacionados ao estresse
oxidativo nos proporcionaria um melhor entendimento desta resposta. Os antioxidantes
enzimaticos superoxido dismutase, que catalisa a dismutacdo do superéxido em oxigénio e
peroxido de hidrogénio, a catalase, que decompde H202 em H20, e a glutationa peroxidase,
outra enzima responsavel pela detoxificacdo de perdxidos organicos, seriam 0s principais

candidatos.
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CONCLUSOES
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5.CONCLUSOES

Vérios estudos sobre SPIONS, incluindo os aprovados comercialmente como agentes
de contraste (Feridex® e Resovist®) afirmam que estas nanoparticulas sdo biocompativeis e
nao apresentam citotoxicidade. O conceito de biocompatibilidade esta focado na citotoxicidade
observada. Porém, o critério que define a toxicidade de nanoparticulas precisa ser aprimorado
ja que cada vez mais estudos apontam respostas celulares aberrantes, que incluem o estresse
oxidativo, danos ao DNA e alteracbdes na expressdo génica, decorrentes da exposicdo a

SPIONs com auséncia de citotoxicidade.

N&o existe nenhum consenso sobre os riscos, tolerancia e toxicidade para a maioria
dos nanomateriais. E comum encontrar na literatura opinides divergentes sobre a seguranca de

um mesmo hanomaterial em um mesmo sistema biolégico (Jones & Grainger, 2009).

Singh et al, 2008 enumeraram varias questbes que ainda necessitam se
esclarecimento antes da aprovacdo clinica do uso de SPIONs. Tais questdes incluem: a
dindmica de biodistribuicdo e excrecdo destas nanoparticulas; o impacto que estas
nanoparticulas teriam na morfologia e fun¢gBes das células expostas; a degradacdo das
SPIONs que acontece nos lisossomos com geracdo de ions de ferro livre e 0 impacto em
véarios processos celulares; a resposta de 0rgdos e maquinarias celulares a SPIONs ou como
as SPIONs sdo processadas através de processos endociticos em diferentes tecidos. Estas
perguntas sdo essenciais ndo s6 para a continuacdo do uso destas nanoparticulas na medicina
mas também para 0 estabelecimento de novas terapias a serem adotadas pela comunidade
médica.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem novas caracteristicas da interagao
das NPM-citrato com células HSG a serem descritas. Nao podemos ainda nos posicionar sobre
a seguranca destas nanoparticulas no microambiente in vitro das células HSG. O que podemos
afirmar é que os resultados obtidos neste trabalho caracterizam o comportamento destas
células & exposicdo a nanoparticulas de maghemita recobertas com citrato. E possivel que
todos os resultados aqui descritos estejam interligados e sejam explicados com base no que ja
se conhece sobre nanoparticulas. Porém, outros experimentos devem ser realizados para
afirmar os eventos observados. Ndo ha literatura disponivel sobre o comportamento das
células HSG expostas a NPM-citrato sendo este o primeiro a elucidar os efeitos desta

interacao.
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