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_Introdugéo

As nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPION)
s80 promissores agentes de contraste em ressonancia magnética
podendo vir a melhorar significativamente o diagndstico de diver-
sas doencas entre as quais cancro, doencas cardiovasculares e
neurolédgicas. Diferentes tipos de SPION, tais como, as Feridex
IV®, Resovist®, Combidex®, Lumirem® e Clariscan™ chegaram
mesmo a ser introduzidas no mercado internacional como agentes
de contraste, mas todas foram entretanto retiradas do mercado,
exceto as SPION Lumirem®. Para além da utilizagao como agen-
tes de contraste, as propriedades superparamagnéticas destas
nanoparticulas potenciam também a sua aplicagdo para a entrega
localizada de farmacos (+2) e destruicdo direcionada de tecidos
tumorais através de hipertermia (3:4).

Apesar dos possiveis beneficios e promissoras aplicacoes das
SPION, ainda sdo pouco conhecidos os efeitos destas nanoparticu-
las no sistema nervoso humano, pelo que se considera necessaria
a avaliacdo da toxicidade destas nanoparticulas em linhas celulares
do sistema nervoso humano (5.

Com este estudo, pretende-se avaliar 0s possiveis efeitos citotd-
Xicos e genotoxicos de nanoparticulas de 6xido de ferro (Fe 30y,
magnetite) revestidas por silica (ION-S) numa linha celular humana
de origem neuronal (SHSY5Y).

_Material e métodos
A caraterizagao fisico-quimica das ION-S foi efetuada por dispersao

din@mica da luz (DLS) para determinagao do tamanho e estabilidade
da suspensao, e microscopia eletronica de transmissao (TEM) para
andlise do tamanho primario. O tamanho hidrodinamico e poten-
cial zeta foram determinados em suspensdes preparadas em agua
e meio de cultura celular.

O cultivo da linha celular e preparacéo das células para os trata-
mentos com ION-S foram realizados de acordo com o procedi-
mento descrito por Valdiglesias et al., 2013 (6),

As células SHSY5Y foram expostas a diferentes concentragoes de
ION-S (5-300 pg/mL), preparadas imediatamente antes do trata-
mento, em meio de cultura, durante trés tempos de exposi¢éo (3,
6, 24 h). A viabilidade celular foi avaliada apds o periodo de expo-
sicdo através do ensaio MTT (7); uma solugéo Triton X-100 a 1%
foi utilizada para controlo positivo.

A avaliagdo da genotoxicidade foi efetuada recorrendo ao teste do
cometa, tendo sido analisados 4 niveis de concentragédo (10, 50,
100 e 200 pg/mL) e dois periodos de exposicao (3 e 24 h). O ensaio
foi executado de acordo com anteriormente descrito em Costa et
al. 2008 (8), tendo sido utilizada bleomicina 1 ug/mL como contro-
lo positivo. Para cada condigcdo experimental foram realizadas trés
experiéncias independentes (com trés replicas por experiéncia).

_Resultados e discusséo

Os resultados da caracterizagao fisico-quimica das suspensoes
de ION-S estéo apresentados na tabela 1. A analise TEM mostrou
que as nanoparticulas em estudo apresentam um tamanho de cer-
ca de 20 nm. Em dispersao, verificou-se que o tamanho das ION-S
em agua é semelhante ao seu tamanho em meio de cultura celular
(cerca de 100 nm). Relativamente ao potencial zeta, o valor abso-
luto em meio de cultura é bastante inferior ao valor absoluto obtido
em agua ultra pura, o que traduz uma diminuigéo da estabilidade
nas ION-S neste meio.
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Tabela 1: [] Caracterizagéo fisico-quimica das nanoparticulas em estudo.

{ ION-S

Tamanho primario (nm)*

10.0 + 2.1 (ndcleo)

20.2 + 2.9 (nucleo e revestimento)

ION-S em agua Tamanho hidrodindmico (nm) 93.3+0.5
(300 pg/mL)* Potencial zeta (mv) -31.8 + 24 (pH=7.79)
Tamanho hidrodinamico (nm) 1111141

ION-S em meio de cultura
(300 pg/mL)*

Potencial zeta (mv)

410.3 + 1.1 (pH=8.14)

* média + desvio padrdo

O gréafico 1A apresenta os resultados obtidos no ensaio MTT. A
andlise da correlagdo entre a viabilidade celular e a dose de exposi-
¢ao mostra uma diminuic@o na viabilidade celular estatisticamente
significativa apenas para o periodo de exposicao de 24 h. No en-
tanto, mesmo para a dose mais elevada (300 pg/mL), a viabilidade
celular manteve-se acima dos 80% confirmando a sua biocompati-
bilidade, & semelhanca do que j& foi descrito por outros autores (9).

Tendo em consideragdo estes resultados, foram selecionadas 4
concentragdes e dois periodos de exposicao para a avaliagdo da
genotoxicidade pelo teste do cometa. Os resultados obtidos estéo
representados no grafico 1B e mostram que doses nao citotdxi-
cas de ION-S (100 e 200 pg/mL) induzem um aumento significativo
no nimero de quebras no ADN ap6s 3 h e 24 h de exposicao.

Grafico 1: [/ Toxicidade de ION-S na linha celular SHSY5Y. (A) Viabilidade celular avaliada pelo ensaio MTT (correlagdo de Spearman) e

(B) dano genético avaliado pelo teste do cometa.
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A andlise da literatura cientifica relativamente ao potencial genoté-
xico das SPION (analisado pelo teste do cometa) revela resultados
contraditorios (5). A semelhanca do que descrevemos, alguns au-
tores apresentam um aumento nos niveis de dano genético em
células humanas apés exposicao a SPION (10.11) mas a maio-
ria das publicagdes aponta para resultados negativos (12-14). E
importante referir que o teste do cometa deve ser validado para
andlise da genotoxicidade de cada tipo de nanoparticula antes de
se efetuar o ensaio, de forma a excluir possiveis interferéncias que
poderao enviesar os resultados (esta analise foi realizada no pre-
sente trabalho, tendo-se verificado que as ION-S nao interferiam
com a metodologia experimental do ensaio).

Concluséo

Os resultados aqui descritos sugerem que ION-S estudadas séao
biocompativeis mesmo nas concentracdes mais altas em estudo.
No entanto, a analise da genotoxicidade mesmo a concentracdes
baixas mostra que estas nanoparticulas sdo capazes de induzir
dano genético nas células expostas.

Este dado vem reforcar a necessidade de uma andlise exaustiva da
toxicidade de SPION desenvolvidas para aplicagbes biomédicas.
Futuros estudos devem incluir uma bateria de ensaios bioldgicos
que oferecam informacéo relativa aos mecanismos de toxicidade
que estdo na base dos efeitos aqui observados.
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