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“A ciéncia nunca resolve um problema
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sem criar pelo menos outros dez.’

George Bernard Shaw
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RESUMO

As nanoparticulas de Oxido de zinco (ZnO-NPs) tém atraido a atencdo da
nanomedicina devido as suas promissoras propriedades anticancerigenas, resultado de sua
caracteristica eletrostatica e da geracdo de espécies reativas de oxigénio, aliadas a um
processo de sintese relativamente facil e econémico. Os mecanismos moleculares dos efeitos
de ZnO-NPs em células tumorais ainda ndo estdo bem definidos, sendo que um dos processos
envolvidos que vem sendo investigado € o papel da autofagia. Neste estudo, foram
investigados os efeitos citotoxicos de ZnO-NPs em células de carcinoma de c6lon humano
(HCT-116) e inducdo de autofagia. A caracterizagdo das ZnO-NPs, adquiridas
comercialmente foi confirmada através da presenca de estrutura cristalina wurtzita pela
técnica de Difracdo de Raios-X e seu tamanho aproximado de 50 nm por Microscopia
Eletrdnica de Transmissdo. As dispersdes de ZnO-NPs em meio DMEM apresentaram baixa
estabilidade com tendéncia a aglomeracdo pela andlise de Potencial Zeta e aumento do
tamanho hidrodindmico revelada por Dispersédo de Luz Dinamica. Observou-se uma redugéo
da viabilidade celular na dependente da concentracdo no ensaio MTT, assim como a formacéo
de coldnias foi afetada progressivamente com o aumento da concentracdo de ZnO-NPs no
ensaio clonogénico. Alteracdes na morfologia celular como perda de adesdo e retracdo do
citoplasma foram observadas por microscopia Optica na presenca de concentracdes crescentes
de ZnO-NPs. A andlise de western blot foi realizada para investigar a autofagia, revelando um
aumento progressivo da expressao da proteina LC3 apds 6, 12 e 18h de incubacdo com o 1C50
obtido no ensaio MTT, confirmados por teste indireto de imunofluorescéncia, que aumentou
similarmente o padrdo de expressio de LC3A/B nas maiores concentragdes (25 pg mL™). Os
resultados indicaram que ZnO-NPs foi capaz de promover efeitos citotdxicos na linhagem
celular de carcinoma colorretal humano HCT-116 e induzir autofagia a uma concentracéo de
25 pg mLt. Em face a caréncia de estudos indicando o mecanismo de agio ap6s exposicao a
ZnO-NPs em células de cancer colorretal, os dados aqui apresentados podem contribuir na
elucidacdo dos efeitos das nanoparticulas em celulas tumorais, podendo direcionar novos

estudos para melhor entender o papel da autofagia induzida por ZnO-NPs.

Palavras-chave: nanotecnologia, nanoparticulas de Oxido de zinco, céancer colorretal,

antitumoral, autofagia
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ABSTRACT

Nanoparticles of zinc oxide (ZnO-NPs) have attracted the attention of nanomedicine
due to its promising anticancer properties, resulting from its electrostatic characteristic and the
generation of reactive oxygen species, combined with a relatively easy and economical
synthesis process. The molecular mechanisms of the effects of ZnO-NPs on tumor cells are
still not well defined, and one of the processes involved that has been investigated is the role
of autophagy. In this study, the cytotoxic effects of ZnO-NPs on human colon carcinoma cells
(HCT-116) and induction of autophagy were investigated. The characterization of the
commercially acquired ZnO-NPs was confirmed with the presence of wurtzite crystal
structure by the X-ray Diffraction technique and its approximate size of 50 nm by
Transmission Electron Microscopy. The dispersions of ZnO-NPs in DMEM medium showed
low stability with tendency to agglomeration by zeta potential analysis and increase of the
hydrodynamic size revealed by Dynamic Light Scattering. A concentration-dependent cell
viability reduction was observed in the MTT assay, as colony formation was progressively
affected with increasing ZnO-NP concentration in the clonogenic assay. Alterations in cell
morphology such as loss of adhesion and cytoplasmic retraction were observed by optical
microscopy in the presence of increasing concentrations of ZnO-NPs. Western blot analysis
was performed to investigate autophagy, revealing a progressive increase in LC3 protein
expression after 6, 12 and 18h incubation with IC50 obtained in the MTT assay, confirmed by
indirect immunofluorescence test, which similarly increased the expression pattern of
LC3A/B at higher concentrations (25 ug mL™). The results indicated that ZnO-NPs was able
to promote cytotoxic effects on the HCT-116 human colorectal carcinoma cell line and induce
autophagy at a concentration of 25 pg ml?. Due to the lack of studies indicating the
mechanism of action after exposure to ZnO-NPs in colorectal cancer cells, the data here
presented may contribute to the elucidation of the effects of nanoparticles on tumor cells and

may direct further studies to better understand the role of autophagy induced by ZnO-NPs.

Keywords: nanotechnology, nanoparticles of zinc oxide, colorectal cancer, antitumoral,

autophagy
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1. INTRODUCAO

O céancer colorretal é um dos canceres que acomete com maior frequéncia a populagéo
brasileira e mundial. No Brasil, ele € o segundo tipo mais comum em mulheres e o terceiro em
homens, com diferengas de incidéncia entre as grandes regifes do pais. Na procura por novos
agentes terapéuticos, a nanomedicina vem se destacando ao trazer possibilidades inovadoras
ao aperfeicoar nanoestruturas com o objetivo de melhorar o efeito de drogas e reduzir os
efeitos colaterais de tratamento contra o cancer.

Entre as nanoparticulas de Oxidos metalicos utilizadas na busca de novas classes de
agentes antitumorais, as nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO-NPs) vem chamando a
atencdo ao trazer resultados promissores devido ao conjunto de suas caracteristicas
particulares, como propriedades fotocataliticas, carga eletrostatica e promoc¢édo da geracéo de
espécies reativas de oxigénio, além do processo de sintese ser relativamente fécil e da
possibilidade de serem obtidas a baixo custo.

Os mecanismos moleculares dos efeitos de ZnO-NPs em células tumorais ainda néo
estdo bem definidos, sendo que um dos processos envolvidos que vem sendo investigado é o
papel da autofagia. As ZnO-NPs podem ser internalizadas nas células através da endocitose e
posteriormente degradadas em lisossomos, e também podem sofrer sequestro autofagico. A
autofagia € um processo em que a célula degrada seus proprios constituintes celulares
danificados em vacuolos denominados autofagolisossomos, fornecendo energia para a célula e
ajudando na sobrevivéncia em condicGes de estresse. No entanto, em periodos prolongados de
estresse e autoconsumo celular, a autofagia pode influenciar no processo de morte celular.
Muitos trabalhos indicam que ZnO-NPs de diferentes formas e tamanhos induzem a autofagia
em células tumorais, mas seus mecanismos e papel na morte celular sdo controversos, pois ha
trabalhos indicando que as células tentam sobreviver realizando autofagia de organelas
danificadas por ZnO-NPs, mas ndo conseguem e acabam sofrendo apoptose. Outros estudos
indicam que os ions de zinco, resultado da degradacdo nos lisossomos podem danificar os
mesmos e causar disfuncéo do fluxo autofagico. Também ha trabalhos relatando que a morte
celular pode ocorrer devido a um tipo de autofagia hiperestimulada.

Em um contexto em que a relacdo entre ZnO-NPs e autofagia ainda ndo esta bem
elucidada e também devido a baixa representatividade de estudos relacionados a autofagia
induzida por nanoparticulas de zinco em ceélulas de carcinoma colorretal, realizou-se a
caracterizacdo das ZnO-NPs e buscou-se avaliar a sua citotoxicidade e inducdo de autofagia
em linhagem celular de cancer colorretal HCT-116.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2. 1. Nanotecnologia

Para muitos, a nanotecnologia comecou em 1959 com o fisico Richard Feynman
durante o encontro anual da Sociedade Americana de Fisica onde ele afirmou que cientistas
poderiam manipular atomos individualmente, construir estruturas nanomeétricas e aplica-las
onde quisessem (Toumey, 2008). Mais tarde, em 1974, Norio Taniguchi introduziu o termo
“nanotecnologia” e Kim Drexler, em 1986, publica o livro “Engines of Creation” no qual faz
uso do termo de uma forma mais semelhante a atual (Leinonen & Kivisaari, 2010).

A nanotecnologia € um campo multidisciplinar que consiste na caracterizacao,
fabricacdo, manipulacdo e aplicacdo de estruturas bioldgicas e ndo biologicas na escala
nanomeétrica (Sahoo et al., 2007). A literatura descreve nanoparticulas (NPs) como estruturas
que possuem pelo menos uma dimensdo na ordem de 1 a 100 nandémetros (nm) (Clemente et
al., 2012; Bondarenko et al., 2013), sendo que o prefixo “nano” esta relacionado a uma escala
de medida em que um nanémetro representa um bilionésimo do metro ou um milionésimo do
milimetro. Estruturas nessa escala apresentam propriedades fisico-quimicas Unicas, como
tamanho reduzido, aumento especifico da area de superficie e um grande potencial de
reatividade (Bondarenko et al., 2013). O aumento da &rea de superficie, uma das
caracteristicas mais exploradas em nanotecnologia se da pelo aumento da razdo entre a area e
0 volume do material. Por exemplo, um cubo com uma aresta de 1 centimetro tem o volume
de 1 cm® e uma area de 6 cm?. Se o material que constitui o cubo for dividido em pequenos
cubos de 100 nm de aresta, teremos 0 mesmo volume total, mas a area total de exposicéo,
somados todos os nanocubos, serd de 60 m?, que representa uma area de contato com o
ambiente da mesma quantidade de material 100 mil vezes maior (Schulz, 2013).

Devido ao tamanho dos nanomateriais, comparavel as macromoléculas encontradas
nas células, as nanoparticulas facilitam as interagdes com biomoléculas e potencialmente
alteram a funcéo celular das mesmas (Wingett et al., 2016). Neste cenério, a nanomedicina
surgiu com muitas aplicagdes sendo descritas na literatura, utilizando nanomateriais na
engenharia de tecidos, biossensores, diagnéstico e dispositivos em nano escala para liberagédo
de drogas (Wagner et al., 2006; Xiong, 2013).

Atualmente, véarios estudos clinicos com nanoparticulas estdo sendo realizados,

principalmente destinados ao tratamento do cancer, doencas inflamatdrias, cardiovasculares,
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neuroldgicas e ao combate da AIDS. A doenca-alvo mais recorrente é o cAncer de mama, as
nanoparticulas mais estudadas sdo as de albumina e o fArmaco mais estudado é o paclitaxel
(ABDI, 2013).

Para o desenvolvimento da nanotecnologia, é fundamental a utilizacdo de
metodologias analiticas rigorosas para conhecer as caracteristicas fisico-quimicas de cada tipo
de nanoparticula estudada, pois sua atividade biolégica pode ser alterada radicalmente com a
variacdo de algumas propriedades, como tamanho, area superficial e capacidade de
aglomeracéo/dispersdo. Por exemplo, nanoparticulas agregadas se comportam de forma
diferente dentro de sistemas biolégicos comparando com nanoparticulas individuais. Em
solucBes, como sangue, saliva e meios de cultura, a superficie das nanoparticulas agregadas
sdo mudadas dinamicamente com base na afinidade de ligagdo com biomoléculas. Além
disso, as nanoparticulas individuais podem ser naturalmente revestidas com varias
biomoléculas, formando um complexo proteina-nanoparticulas, evitando que se agreguem
(Oh & Park, 2014).

A Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) permite a analise por imagem das
caracteristicas morfoldgicas e de tamanho das NPs. A técnica de Difracdo de Raios X (DRX)
determina a estrutura cristalina dos materiais. Para a caracterizagdo de uma solugdo contendo
NPs, pode ser empregada a técnica de Dinamic Light Scattering (DLS), que possibilita a
analise da distribuicdo do tamanho hidrodindmico das particulas e de Potencial Zeta, que
mensura a carga elétrica das NPs fornecendo informac6es sobre sua estabilidade no sistema
(Girardello et al., 2016).

Devido as propriedades fisico-quimicas de nanoparticulas 6xido metalicas, como as
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO-NPs), a sua utilizacdo vem ganhando interesse nas
comunidades cientificas e médicas como agentes biomédicos autbnomos ou em combinacgéo
com diferentes terapias, como quimioterapia e radiagdo (Rasmussen et al., 2010, Vinardell &
Mitjans, 2015).

2.1.1 Nanoparticulas de Oxido De Zinco

O ZnO é um semicondutor convencional de banda larga altamente explorado em
varias areas da ciéncia. As ZnO-NPs podem exibir uma grande variedade de nanoestruturas e
sdo muito utilizadas em diferentes materiais. Em cosmeéticos, elas sdo muito utilizadas devido

a sua eficiéncia em absorver tanto raios UV-A e UV-B (Tran et al., 2011). Em tecidos, tem
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aplicagdo voltada a capacidade antimicrobiana para evitar o odor (Becheri et al., 2008;
Clausen et al., 2010). Também sdo utilizadas em ceramicas, nas instala¢cdes para tratamento
de agua (Ghodake et al., 2011), na degradacdo de poluentes ambientais (Xu et al., 2007), em
nanosensores (Cash et al., 2010), catalisadores (Strunk et al., 2009) e em dispositivos
eletronicos (Hernandez et al., 2008).

Os mecanismos de citotoxicidade das ZnO-NPs ndo sdo completamente
compreendidos, mas a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) é considerada um
componente importante (Tabela 1), pois causa estresse oxidativo e, eventualmente, morte
celular (Rasmussen et. al., 2010). A homeostase redox celular € mantida pelo equilibrio entre
a producdo de ROS e o sistema antioxidante na célula. Quando ROS séo produzidos em
excesso ou a capacidade antioxidante da célula é diminuida, a oxidacdo causa efeitos nocivos,
resultando em estresse oxidativo (Wang et al., 2014). As mitocondrias sdo a principal fonte de
ROS. Uma vez que o nivel de ROS é excedido, a integridade mitocondrial e as estruturas da
membrana sdo danificadas e, em Ultima instancia, o sistema de equilibrio redox fica
comprometido, o que eventualmente leva a disfuncdo mitocondrial e também causa danos
severos as macromoléculas celulares, especialmente o DNA (Unfried et al., 2007).

A extensdo do dano do DNA determina o destino das células, levando a parada do
ciclo celular, reparo do DNA ou ativacdo de caminhos apoptéticos (Wood et al., 2005; Pati et
al., 2016). A perda de potencial de membrana mitocondrial leva a exposicéo do citocromo c
ao espaco intermembrana ativando as caspases (Gottlieb et al., 2003). O excesso de dano
celular causado por ROS pode levar a morte celular mediante a autofagia hiperestimulada e
autoconsumo celular (Turcotte et al., 2014). Portanto, a geracdo de ROS é um ponto
importante tanto para a apoptose quanto para a autofagia, que levam a morte celular (Mathew
& White, 2011).
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Quadro 1. Estudos indicando estresse oxidativo causado por ZnO-NPs em linhagens celulares tumorais e ndo tumorais. Palavras-chave: oxidative stress,
zinc oxide nanoparticles, cells, in vitro, cancer.

Linhagem Celular Tamanho Concentrac0es Viabilidade Marcadores de Estresse Autores (Revista)
das ZnO- Celular Oxidativo
NPs
Células epidérmicas 30 nm MTT 24e48h (0,8,5 |24 h-91%, 52% | GSH: esgotamento dose Sharma et al., 2009 (Toxicology
humanas (A431) e 8 ugmL™?) 25% dependente Letters)
48h - 86%, 42% | CAT: 0,8 ng mL - queda de
e 9% 64% ; 0,08 e 0,008 pg mL—1
também exibiram diminui¢do de
55% e 36%
SOD: nao foi significante
Adenocarcinoma alveolar | 52 nm MTT 24, 48h (10, 25, | 24h- 73%, 60%, | ROS —aumento dependente do | Ahamed et al.,
humano (A549) 50 ¢ 100 ng mL ™) 49% e 41% tempo e da dose 2011(Nanomedicine:
48h- 61%, 48%, | GSH: esgotamento Nanotechnology, Biology, and
38% e 27% LPO, SOD e CAT: aumento Medicine)
dependente do tempo e da dose
Células de 21 nm MTT 24h (5,10e15 | 15 pgmL™- 15 ugmL™, 24 h—aumento de | Akhtar et al., 2012
hepatocarcinoma humano pg mL™?) 39% ROS e LPO (Nanomedicine)
(HepG2) GSH: reducao
GPx, GR, SOD e CAT:
diminuicao
Hepatocitos humano 50 nm L02: 24h (50, 75, e L02-52,63%, GSH - esgotamento dependente | Guan et al., 2012 (Nanoscale
(LO2) e Rim embrionério 100 ug mL™1) 41,12%, e da dose; Research Letters)
humano (Hek-293) Hek-293: 24h (25, 50, | 36,70% SOD reduziu em concentragdes
75,100 pg mL™1) Hek-68,36%, acima de 50 pg mL? (L02) e 25
38,74%, 19,43%, | ng mL ! (HEK293)
e 15,21%
Células neuronais 273 nm MTT 6, 24,48 h (0— 25ugmLtem | Cometa com enzima OGG1 (3 e | Valdiglesias et al., 2013 (Food

humanas (SHSY5Y)

80 ug mL 1)

todos os tempos
de tratamento

6h) - aumento de danos

and Chemical Toxicology)
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Macrofagos de 50 nm Né&o informado Né&o informado ROS: 2,5 ug mLtem 3h Roy et al., 2014 (Toxicology
camundongos LPO e proteina carbonil: Letters)

aumento significativo

GPx e GST-diminuicao

significativa

CAT e GR -Inibigéo gradual
Células gliais de C6 de <10 nm MTT 24h (5, 10,20, |40 pgmL™ ROS: Aumento maximo em 80 | Sruthi & Mohanan (2015)
rato 40, 80 ng mL ™) reduziu 40% ug mL ™t por 3 h e declinio de (Colloids and Surfaces B:

em 6 h a 24h Biointerfaces)
Linhagem celular 30 nm MTT 3, 6, 24h 20 mg/mL — 15 e 20 mg/mL, 6h: Senapati et al., 2015 (Food and
monocitica humana (0,51,5,10,15¢e 20 depoisde 3,6 e | ROS: aumento dependente Chemical Toxicology)
(THP-1) ng mL™1) 24 h GSH: reducéo

-aumento de nitritos
Cancer cervical humano | 10 nm SRB 48h (0,001-0,07 | ~IC50 - 0,06 ug | ROS - aumento dependente da Pandurangan et al., 2016
(HeLa) mg/ml) mL™? dose (Journal of Photochemistry &

Photobiology, B: Biology)
Cancer de ovario humano | 20 nm MTT 12, 24h (5, 10, Reducéo 0,5,10,20,e30 ugmL™t-12h | Baietal., 2017 (International
(SKOV3) 20 ¢ 30 pg mL™?) significativaem | —aumento de ROS dependente | Journal of Nanomedicine)
20 e 30 uygmL ™ | da concentragdo
Células de ~50 nm MTS 12, 24h (10, 30 | Reducéo 30 ug mL™?, 24h - elevacéo Zhang et al., 2017 (Cell Death
adenocarcinoma de and 100 ug mL ™) significativa em | significativa no nivel ROS and Disease)
pulmao (A549) 30e 100 pg
mL?
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2.1.2 Nanoparticulas de Oxido de Zinco e Cancer

Embora as ZnO-NPs sejam utilizadas por muito tempo na inddstria de cosméticos,
recentemente elas estdo sendo exploradas em estudos no tratamento de cancer e em outras
aplicacdes biomédicas devido as suas propriedades fotocataliticas, gap de banda favoravel,
carga eletrostatica, promogdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio, biocompatibilidade
e sdo biodegradaveis (Rasmussen et al., 2010; Bai et al., 2017). Além disso, ZnO é
comparativamente barato e relativamente menos toxico em comparacdo com outras NPs de
oxido de metais (Hanley et al., 2008; Aksoy et al., 2010). Sahdev et al., 2013 também
relataram que o zinco ndo interage com a maioria das moléculas ativas disponiveis.

Segundo Xiong (2013), alguns dos principais desafios na utilizagdo de ZnO-NPs na
nanomedicina, sdo a obtencdo de nanocarreadores que sejam estaveis in vivo. Como as ZnO-
NPs sdo instaveis na agua e podem ser dissolvidas em uma solugdo acida fraca (pH <6), a
modificacdo da sua superficie é crucial para proteger as nanoparticulas em sistemas
bioldgicos. A modificacdo apropriada deve conter uma camada hidrofdbica, isolando a ZnO-
NP da agua e a outra camada externa hidrofilica, para a tornar dispersavel em agua. Além
disso, 0 método de preparacdo também é crucial porque as ZnO-NPs podem agregar e
decompor durante as rea¢Bes quimicas.

Outro desafio, segundo Xiong (2013), é a toxicidade das ZnO-NPs. Embora o ZnO
tenha sido aprovado para uso cosmético pela FDA, o perfil toxicoldgico detalhado e o
mecanismo de citotoxicidade para os nanomateriais de ZnO ainda ndo sdo bem elucidados
(Rasmussen et al., 2010). Muitos estudos se concentraram na biocompatibilidade de
nanomateriais de ZnO sem revestimento superficial e modificacdes. Por exemplo, foi relatado
que ZnO-NPs apresentaram efeito citotoxico devido ao aumento da concentracio de Zn?*
gerados nos lisossomos devido a degradacdo das ZnO-NPs (Muller et al., 2010). Guan et al.
(2012) relataram que ZnO-NPs apresentaram toxicidade na linhagem n&o tumoral HEK293 e
Sharma et al. (2009) concluiram que ZnO-NPs causam citotoxicidade em células epidérmicas
humanas. No entanto, tal vazamento de Zn?* i6nico no sistema biol6gico resultante da
dissolugdo do ZnO pode ser bem tolerado uma vez que ~10 mg/dia de Zn?* sdo necessarios
para adultos. E testes in vivo de injecdo em camundongos indicaram que essas nanoparticulas
ndo apresentaram elevada toxicidade (Xiong, 2013). Também é importante lembrar que o
zinco é coeficiente de mais de 300 enzimas de mamiferos, desempenhando um papel

importante na manutencdo de processos celulares, como estresse oxidativo, replicacdo do
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DNA, reparo do DNA, progressao do ciclo celular e apoptose. Logo, € evidente que alteragdes
nos niveis de zinco nas células possam causar um efeito deletério (Bisht & Rayamajhi, 2016).

Enquanto isso, devido as caracteristicas fisico-quimicas e a necessidade urgente de
desenvolver novas classes de agentes anticancerigenos, estudos recentes mostraram que ZnO-
NPs sdo uma promessa consideravel. Ahamed et al. (2011), relataram efeitos apoptoticos em
células de adenocarcinoma alveolar humano (A549). Em estudos diferentes, Aktar et al.
(2012), Sharma et al. (2012) e Yuan et al. (2014) relataram que ZnO-NPs causam
citotoxicidade e inducdo de apoptose em células de hepatocarcinoma humano (HepG2).
Pandurangan et al. (2016) relataram efeitos citotoxicos de ZnO-NPs em células tumorais de
cancer cervical humano (HelLa). Hanley et al. (2008) concluiram em seu estudo que as
nanoparticulas apresentaram uma forte capacidade preferencial de matar células T
cancerigenas em comparacdo com as células T normais, sugerindo um potencial animador de

ZnO-NPs como novas alternativas a quimioterapia e radioterapia.

Além desses estudos comprovando a acdo antitumoral das ZnO-NPs, ao analisar o
Quadro 2, comparando-as com outras nanoparticulas 6xido metélicas, é possivel constatar
mais alguns fatores que as tornam 6timas candidatas para o tratamento moderno do cancer.
Devido suas propriedades eletrostaticas intrinsecas, ndo dependem de luz ultravioleta para
produzir EROs, como as TiO2 que requerem UV, limitando o uso de tal terapia em humanos
(Thevenot et al., 2008), além de apresentarem elevada citotoxicidade em celulas tumorais a
concentragdes muito baixas (Thevenot et al., 2008, Sharma et al., 2012, Wahab et al., 2014).
As nanoparticulas de 6xido de cobre também causam estresse oxidativo pela producdo de
EROs em células tumorais, porém é necessario doses mais elevadas (mg/ml) para diminuir a
viabilidade celular comparado as concentracdes de ZnO-NPs (ug mL 1) necessérias (Wang et
al., 2013, Sidiqqui et al., 2013). J& as nanoparticulas de 6xido de ferro, além de possuirem um
preco alto, requerem radiacdo ou magnetismo para causarem estresse oxidativo (Klein et al.,
2014). As NPs de oOxido de cério também possuem um preco elevado e necessitam de
concentragfes mais altas para causarem citotoxicidade em células tumorais comparadas as
ZnO-NPs (Wason et al., 2013, Ali et al., 2014).

A cotacdo, atividade citotoxica dessas nanoparticulas e a relagdo com suas principais

propriedades anticancerigenas esta apresentada no Tabela 2.
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Quadro 2: Diferentes estudos in vitro com NPs 6xido metalicas com atividade anticancerigena (adaptada de Vinardell & Mitjans, 2015)

Tipos de | Propriedade | Cotacao (Sigma- | Linhagem celular Tamanho | Viabilidade celular Autores (Revista)
NPs S Aldrich)
Dioxido Terapia Carcinoma de pulmdo de |21 nm LLC e B16F10 (10 | Thevenot et al., 2008
de Titanio | fotodinamica, Lewis LLC e célula de mg/ mL, 24h) reducdo | (Nanomedicine)
produzindo melanoma de camundango de >75% e 50%
EROs B16F10
Oxido de | Geragdo de | Codigo 544868 (< 50 | Cancer cervical Hela 40-110 HelLa IC50 (48h) 8.28 | Wang et al.,
Cobre EROs. nm) - R$ 570,00 nm mg/mL 2013 (Cell Death
(250) Dis)
Hepatocarcinoma humano | 22 nm 2, 5, 10, 25 e 50 | Sidigqui et
HepG2 mg/ml (24h) -83%, | al., 2013 (PLoS
69%, 52%, 34% e | ONE)
28%
Adenocarcinoa alveolar 577 nm IC50 (36h) 200 pg | Sankar etal.,
humano A549 mL™! 2014 (Mater. Sci.
Eng.)
Oxido de | Radiacdo ou | Codigo  900026-R$ | Adenocarcinoma colorretal | 9—20 nm | N&o informado Klein et al.,
Ferro campos 2,228.00 (10mL) epitelial humano Caco-2 e 2014 (J. Phys.
magnéticos cancer de mama MCF-7 Chem.)
Oxido de | Propriedades | Codigo 544906 (<100 | Hepatocarcinoma humano | 30 nm IC50- 14,5 ug mL™! Sharma et al., 2012
Zinco eletrostaticas | nm) - R$ 247,00 | HepG2 (Apoptosis)
intrinsecas, (109)
produzindo Codigo 677450 (<50
grandes nm) -
ggaEngg?es R$ 344,00 (59) Hepatocarcinoma humano Nao 25 png mL' (24h) | Wahab et al., 2014
HepG2 informado | HepG2 — reducdo de | (Colloids Surf.)

e cancer de mama MCF-7

95%
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MCF-7- reducdo de
96%

Oxido de
Cério

Radiacao.
Toxicidade
especifica
para celulas
cancerigenas

Codigo 643009 (<25
nm)- R$ 1,860.00
(100mL)

Cancer de pancreas L3.6pl | 5-8 nm (10 uM, 24h) NPs | Wason et al., 2013
sozinhas: reducgdo de | (Nanomedicine)
12,5%
NPs com radiacéo:
reducdo adicional de
12,9%

Melanoma A375 3-5nm 120 pug mL!, 24h — | Ali et al., 2014 (Cell

~80%

Biochem. Biophys.)
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2.2 Endocitose de Nanomateriais

Nas células eucarioticas, o principal mecanismo de internalizacdo de particulas é a
endocitose. Normalmente as células utilizam-se da endocitose para internalizar nutrientes,
realizar transdugdo de sinais, modular a composicdo da membrana plasmaética, reciclar
receptores de membrana e fazer o transporte atraves de células endoteliais. Este mecanismo
também é utilizado na internalizacdo de nanomateriais (Stern et al., 2012, Ferreira et al.,
2014).

A endocitose pode ser classificada em fagocitose e pinocitose. A fagocitose é
desempenhada exclusivamente por células do sistema imunolégico, como 0s mondcitos,
macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e mastdcitos. Nesse processo, as células
internalizam materiais exdgenos, formando um fagossomo que sera processado no interior da
célula. J& na pinocitose, presente em todos os tipos celulares, a vesicula endocitada é chamada
de endossomo (Doherty & McMahon, 2009). Este sistema pode ocorrer por VAarios
mecanismos reconhecidos - mediada por clatrina, endocitose, mediada por caveolina,
macropinocitose e mecanismos independentes de clatrina e caveolina (Stern et al., 2012). Os
principais mecanismos de pinocitose (via ndo-fagocitica) podem ser vistos na Figura 1.

Varios processos endociticos podem ocorrer simultaneamente em uma célula e o
mecanismo de absorcdo de uma nanoparticula pode variar dentro e entre diferentes tipos de
células (Hillaireau & Couvreur, 2009). A internalizacdo do material sera determinada por suas
propriedades fisico-quimicas como tamanho, composicao quimica, carga, funcionalizacdo da

superficie, reatividade superficial e adsor¢do superficial (Jiang et al., 2010).

2.2.1 Principais vias de endocitose

A endocitose mediada por clatrina é, provavelmente, o principal mecanismo de
internalizacéo celular de nanoparticulas (Li et al., 2008). A via é responsavel pela absor¢édo de
varios nutrientes essenciais a sobrevivéncia celular, internalizacdo de complexos de receptores
de membrana, transportadores de metais, moléculas de adesdo, receptores de sinalizagdo,
neurotransmissores, patdégenos, antigenos, lipoproteinas e etc (Sahay et al., 2010).

O mecanismo de internalizacdo envolve a formacdo de uma vesicula a partir da
polimerizacdo de uma proteina citosolica chamada clatrina-1, composta por estruturas
denominadas detrisquélions que configuram-se para gerar uma estrutura hexagonal e

pentagonal, que propicia a formagdo da curvatura da membrana. A vesicula revestida por
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clatrina possui aproximadamente 100-200 nm de didmetro, sendo formada a partir da
constricdo da membrana invaginada pela GTPase dinamina, que libera a vesicula no
citoplasma (Mc Mahon et al., 2011). Nesse processo, as nanoparticulas internalizadas podem
ser degradadas pelas enzimas lisossomais e ndo chegar ao alvo de destino. Por isso, deve se
pensar em estratégias para evitar este tipo de internalizacdo quando o alvo do tratamento ndo
for os lisossomos (Ferreira et al., 2014).

Ja a endocitose mediada por caveolina ocorre atraves de invaginacfes da membrana
plasmatica em forma de frasco com tamanho entre 50-100 nm, denominada cavéolas (Lajoie
et al., 2007). A caveolina (Cavl) faz com que a cavéola assuma sua estrutura em forma de
frasco e possa envolver moléculas que se ligam em sua superficie, e a proteina dinamina
realiza a constricdo da membrana plasmatica liberando o endossomo no citoplasma (Sahay et
al., 2010). Ha relatos na literatura de diversos nanomateriais internalizados pela via da
caveolina. Essa via tem atraido grande atencdo na nanomedicina por ter sido sugerida como
via de escape a degradacdo lisossomal (Hillaireau & Couvreur, 2009, Sahay et al., 2010,
Bastiani & Parton, 2010).

O processo de macropinocitose pode ser definido como a internalizacdo de grandes
quantidades de material extracelular, e € caracterizado pela movimentagdo da membrana
plasmética induzida por uma ativacdo global do citoesqueleto de actina, que ndo requer
receptores associados. Essa via envolve a transposic¢ao de grande quantidade de fluido externo
através da formacdo de ondulacdes na extensao da membrana plasméatica. Como
consequéncia, as projecdes citoplasmaticas se fundem a membrana como ondas, resultando
em grandes vacuolos endociticos, heterogéneos em tamanho e morfologia, chamados
macropinossomos (Falcone et al., 2006). Thurn et al. (2011) mostraram que captacao celular
de TiO2-NPs em células tumorais de prostata humana ocorreu por macropinocitose, além da
endocitose mediada por clatrina e caveolina.

A Figura 1la ilustra a endocitose mediada por clatrina, que envolve a formacgéo de
vesiculas com regides revestidas com clatrina. O trisquélion clatrina no citosol é entdo
reciclado de volta a membrana plasmatica seguido pelo movimento de materiais ingeridos
desde o endossoma inicial até o endossoma tardio e finalmente se fundindo com o lisossoma
para formar o hibrido de lipossoma-endossoma, onde 0s materiais sdo entdo degradados pelo
baixo pH e ambiente rico em enzimas da vesicula endo-lisossomica. O esquema 1b evidencia
a endocitose mediada por caveolina, que envolve a internalizacdo através de invasdes
enriquecidas de caveolina. A vesicula de caveolina citosolica entdo entrega seu contetdo para

0s endossomas, para formar caveossomas e sdo transportados ao longo do citoesqueleto para o
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reticulo endoplasmatico/complexo de Golgi, evitando a degradacao lisossémica. Ja o esquema
1c mostra a macropinocitose, que € uma via independente de clatrina e caveolina. Envolve a
formacéo de vesiculas grandes chamadas macropinossomas, que ocorre através de protrusdes
de membrana plasmatica conduzidas por filamentos de actina. Os contetdos sdo degradados

apos a fusdo com os compartimentos lisossémicos.
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PINOCITOSE
A Endocitose b Endocitose Mediada € Macropinocitose
Mediada por por Caveolina
Clatrina

.......

Endossomo tardio’

< Lisossomo hibrido
@? Lisossomo

Figura 1: Uma visdo geral da Pinocitose (via ndo-fagocitica) evidenciando os
processos de endocitose mediada por a) clatrina; b) caveolina e c)
macropinocitose (Figura adaptada de Stern et al., 2012).
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2.2.2 Endocitose de Nanoparticulas de Oxido de Zinco

O processo de endocitose de ZnO-NPs envolve a internalizacdo das nanoparticulas
através de endocitose mediada por receptores, seguida por hidrolise das nanoparticulas através
de ions de zinco dentro dos lisossomos e liberacdo destes ions no citosol (Taccola et al., 2011,
Sabella et al., 2014).

Quando as ZnO-NPs sédo adicionadas ao meio de cultura, as particulas sdo revestidas
por proteinas do meio. Os receptores da superficie celular se ligam nas proteinas adsorvidas
nas nanoparticulas e entdo elas entram nas células através da endocitose mediada por
receptores. Quando as endossomos contendo nanoparticulas se fundem com os lisossomos, o
pH cai drasticamente, aproximando-se de 5. Os ions de zinco induzem a lise da membrana
lisossémica e apds sdo liberados para o citosol. A acumulacdo de ions de zinco no citosol
desencadeia caminhos que, em ultima instancia, causam a morte celular (Taccola et al., 2011).
Xia et al., (2008) demonstraram que a dissociac¢do do dxido de zinco interrompe a homeostase
celular do zinco, levando ao dano lisossdmico e mitocondrial e, em ultima instancia, a morte
celular ao inibir a respiracdo celular através da interferéncia com o citocromo bcl no
complexo Il e com a-cetoglutarato desidrogenase.

Alguns estudos na literatura também apontam que as nanoparticulas podem ser
degradadas em compartimentos celulares conhecidos como autofagolisossomos em um
processo conhecido como autofagia que pode desempenhar um papel importante na
toxicidade destes materiais (Stern et al., 2012; Yu et al., 2013; Loos et al., 2014; Mihai et al.,
2015; Bai et al., 2017; Arakha et al., 2017; Zhang et al, 2017).

2.3 Autofagia

Autofagia € um processo caracterizado pela auto-degradacdo de constituintes
celulares, como proteinas e organelas envelhecidas ou danificadas (Mizushima et al., 2008).
O termo “autofagia” deriva do grego e significa “comer a si mesmo” e foi descrito pela
primeira vez hd mais de 40 anos, por Christian de Duve, sendo largamente baseado na
degradacédo de estruturas intracelulares dentro dos lisossomos (Deter et al., 1967). Ja foram
identificados 32 genes diferentes relacionados a autofagia em leveduras, e muitos destes genes
estdo conservados em plantas, insetos e mamiferos (Nakatogawa et al., 2009).
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O processo autofagico ocorre em niveis basais para manter a homeostase e o controle
de qualidade citoplasmaética, exercendo uma série de fungdes vitais, como a manutencdo dos
aminoéacidos durante a fome, prevencao de neurodegeneracéo, anti-envelhecimento, supressao
tumoral, protecdo contra microrganismos intracelulares, e regulacdo de alteracdes inatas e
imunidade (Mizushima et al., 2008). A autofagia também pode ocorrer em caso de estresse
devido a inanicdo, deplecdo de fatores de crescimento, estresse do reticulo endoplasmaético,
estresse oxidativo e infeccdo (He & Klionsky, 2009).

O processo de autofagia esta representado na Figura 2. O mesmo inicia-se com uma
membrana de isolamento, conhecida como fagdéforo, que pode ser originada do reticulo
endoplasmatico (Axe et al., 2008; Simonsen et al., 2009). A fusdo das extremidades do
fagoforo origina uma estrutura fechada com membrana dupla chamada de autofagossomo. O
autofagossomo funde-se com o lisossomo, originando o autofagolisossomo, promovendo com
enzimas lisossomais a degradacdo dos conteudos autofagossomicos. As macromoléculas
resultantes deste processo de clivagem séo transportadas de volta para o citosol para sua
reutilizacdo (Mizushima, 2007). Assim, a autofagia pode ser considerada uma "fabrica de
reciclagem™ celular, que também promove a eficiéncia energética através da geracdo de ATP
e mede o controle de danos removendo proteinas nao funcionais e organelas danificadas. Este
processo geralmente é considerado um mecanismo de sobrevivéncia, mas sua desregulacéo

pode induzir a morte celular ndo apoptoética (Glick et al., 2010).

LC3-1
Lisossomo
Atg 7
Atg 12 Atg 4 3-1I
Atg 5 Atg 3
Atg 16
@-C-@-
L
|

Fagoforo Autofagossomo Autofagolisossomo

Figura 2: Visdo geral da autofagia evidenciando as fases iniciais do processo de
formacgéo do fagdforo e posterior formacdo do autofagossomo e autofagolisossomo (Figura
adaptada de Noboru Mizushima, 2007).
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As fases da autofagia envolvem a atividade das proteinas Atg, que sdo modificadas
pelos genes Autophagy-related genes (ATG). A formacdo de autofagossomos inicia com a
formagdo da membrana, seguindo pelo seu alongamento e maturacdo do autofagossomo
(Yang & Klionsky, 2010). Em mamiferos, o inicio do autofagossomo depende de proteinas
quinase contendo a proteina UIk1 e outras proteinas, como Atgl3 e FIP200. Atgl3 liga-se a
Ulk1 e media sua interagdo com FIP200. Esse complexo se desloca até a membrana isolada
que dara origem ao fagoforo (Ravikumar et al., 2010).

A proteina PI3KIII (fosfatodilinositol-3-quinase classe I11), que se encontra ligada
com a proteina Beclina-1, produz a molécula lipidica crucial no inicio da nucleagdo do
fagdforo, chamada PIP3 (fosfatodilinositol-3-fosfato) (Ravikumar et al., 2010; Alers et al.,
2012). O processo de alongamento da membrana do fagoforo envolve a proteina Atg5, que
conjuga-se com Atgl2, que se ligam com Atgl6L, formando um complexo que € recrutado
até o fagdforo (Li et al., 2012).

Em seguida, a proteina MAP1-LC3 (protein microtubule-associated protein 1 light
chain 3) ou LC3, sofre clivagem pela protease Atg4B resultando na isoformacitosolica LC3-1
(Hemelaar et al., 2003). Em seguida, LC3-I € conjugada a fosfatiletanolamida em uma reacao
envolvendo Atg7 e Atg3 para formar LC3-11 (Kabeya et al., 2000). Finalmente, LC3II se une
a membrana do fago6foro, auxiliando na expansdo da membrana do autofagossomo,
permanecendo ligada as membranas interna e externa do autofagossomo até sua completa
formacdo. A proteina LC3-Il € utilizada como marcador principal para verificacdo da
ocorréncia do processo autofagico (Klionsky et al., 2012), porém, estudos mostram que na
analise western blot, a expressdo de LC3-11 ndo é aumentada significativamente em um fluxo
equilibrado de autofagia.

No final do processo, o autofagossomo se funde com o lisossomo, formando o
autofagolisossomo, a por¢do de LC3-1I presente na membrana interna é degradada no
autolisossomo, e a externa é modulada por Atg4 e reciclada. Os produtos resultantes desta
degradacéo, especialmente aminoacidos, séo entdo transportados de volta para o citosol para

reutilizagéo (Mizushima et al., 2011).

2.3.1 Autofagia e cancer

Na literatura, o papel da autofagia no cancer é controverso e complexo (Mizushima,

2007; Levy et al., 2017). Por um lado, o processo autofagico pode suprimir o inicio e 0
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desenvolvimento de tumores ao eliminar organelas danificadas, evitando o acumulo de
produtos toxicos que podem causar a instabilidade do genoma. Por exemplo, de acordo com o
estudo de Liang et al. (1999), em uma alta porcentagem de cancer humano (cancer de mama,
ovario e prostata), o gene Beclin-1 tem sua expressdo diminuida. Yue et al. (2003), também
relacionou o silenciamento de Beclin-1 com o aumento da tumorigénese em ratos, causando
cancer de pulméo, figado e linfoma. No entanto, por outro lado, a autofagia pode ajudar a
sobrevivéncia de tumores estabelecidos, fornecendo nutrientes para células tumorais que estdo
em condi¢des de hipoxia e privacdo de nutrientes, protegendo o tumor contra a apoptose
induzida por medicamentos (Brech et al., 2009; Giuliani & Dass, 2013).

Diante desses fatos, Levy et al. (2017) questionaram qual a melhor intervencéo clinica
no cancer, pois tanto a indu¢do como a inibicao da autofagia foram sugeridas como estratégias
terapéuticas (Levy & Thorburn, 2011, Towers et al., 2013).

H& muitas sugestbes na literatura sobre a citotoxicidade in vitro das ZnO-NPs,
relacionados a processos autofagicos. Atualmente, o paradigma mais amplamente aceito de
toxicidade nanomaterial é o estresse oxidativo, mas 0s mecanismos subjacentes ainda nédo
estdo bem delimitados (Stern et al., 2012). Sobre a morte celular, ha evidéncias de apoptose,
autofagia hiperestimulada, disfuncdo autofagica pela acumulacdo de autofagossomos e
disfungéo dos lisossomos, gerando opinides controversas (Stern et al., 2012, Roy et al., 2014;
Cohignac et al., 2014, Akhtar et al., 2014; Turcotte et al., 2014, Wang et al., 2017).

Em estudos diferentes, ambos utilizando células de cancer de figado humano (HepG2)
tratadas com ZnO-NPs, Akhtar et al. (2012) e Sharma et al. (2012), concluiram que o
mecanismo de morte celular envolvido foi a apoptose. No trabalho de Bai et al. (2017),
utilizando células de cancer de ovario humano (SKOV3), foi sugerido dois mecanismos de
morte celular, autofagia e apoptose. Arakha et al. (2017), utilizando linhagem celular de
fibrosarcoma relataram que as células tentaram se recuperar do estresse por remocdo de
biomoléculas celulares danificadas utilizando autofagossomos, porém, células com danos néo
recuperaveis sofreram morte celular apoptotica. Loss et al. (2014) e Cho et al. (2014) também
relatam que a disfuncdo lisossémica pode levar a autofagia incompleta causando a morte
celular. Zhang et al. (2017) mostraram que as dissolucdo de ions intracelulares de zinco nos
lisossomos, causou um fluxo autofagico prejudicado em celulas epiteliais pulmonares,
levando a morte celular. Zhang et al. (2017) ressaltam que ZnO-NPs podem ser dissolvidos
em lisossomos causando disfuncdo lisossémica, porém o mecanismo regulatério e efeito

bioldgico da disfungéo lisossdbmica permanecem pouco esclarecidos.
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2.4 Breves consideracdes sobre o cancer

Cancer € o0 nome geral dado a um conjunto de mais de 100 doencas (INCA,2017a) que
tem em comum um processo composto de varias etapas na qual uma célula adquire sucessivas
mutacOes em oncogenes e genes supressores de tumor (WHO, 2017). Tais processos resultam
em células que proliferam descontroladamente em comparacdo com células ndo tumorais
(Swartz et al., 2012). Em geral, as células cancerosas surgem como consequéncia da
desregulamentacdo de multiplos fatores, como mutacGes somaticas e herdadas e alteracdes
epigenéticas (Hanahan & Weinberg, 2011, Berardi & Fantin, 2012).

A estimativa da GLOBOCAN, realizada em 2012, prevé um aumento de 70% nas
préximas décadas nos nimeros de novos casos de cancer no mundo e 21,4 milhdes de novos
pacientes até 2032. Em 2012 eram 14,1 milhdes. No Brasil, para os anos de 2016 e 2017
foram 600 mil casos de cancer. O cancer de pele ndo melanoma foi o de maior incidéncia para
homens e mulheres. O segundo cancer mais incidente em mulheres foi o de mama, seguido
por célon e reto, colo de utero, pulmao e estdmago. Ja para homens, o foi de prostata, seguido
por pulméo, célon e reto, estdmago e cavidade oral (INCA, 2017b).

Problemas na capacidade de administrar drogas terapéuticas que alcancem
seletivamente o alvo desejado, sem danos colaterais, sdo um dos principais desafios no
tratamento do cancer (Langer, 1998; Duncan, 2003, Vieira & Gamarra, 2016).

O cancer colorretal abrange tumores que acometem um segmento do intestino grosso
(o colon) e o reto. Grande parte desses tumores se inicia a partir de pélipos, lesdes benignas
que podem crescer na parede interna do intestino grosso (INCA, 2017b).

Em nivel molecular, o cancer colorretal € um grupo muito heterogéneo de doencas
com cerca de 30% dos casos hereditarios ou familiares. Os canceres colorretais esporadicos
(CRCs), devido a mutagdes somaticas, representam cerca de 70% de todos os CRCs. Durante
0 desenvolvimento de adenocarcinomas colorretais, as células epiteliais de traco
gastrointestinal adquirem mutacdes genéticas e epigenéticas sequenciais em oncogenes
especificos e/ou genes supressores de tumores, causando o aparecimento de CRC, progressao
e metéastase. Alteracbes como instabilidade cromossdémica, instabilidade de microssatélite,
metilagdo aberrante de DNA e defeitos nos mecanismos de reparo de dano de DNA
apresentam papel importante no cancer colorretal (De Rosa et al., 2005).

O ndmero de casos novos de cancer de célon e reto para o Brasil em 2016 foi de
16,660 casos em homens e de 17,620 em mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo

melanoma, o cancer de célon e reto em homens € o segundo mais frequente na regido Sudeste
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e terceiro nas regides Sul e Centro-Oeste. Nas regiGes Nordeste e Norte, ocupa a quarta
posicdo. Para as mulheres é o segundo mais frequente nas regiGes Sudeste e Sul. Nas regides,
Centro-Oeste, Nordeste e na regido Norte € o terceiro mais frequente (INCA, 2017b). No
mundo, o cancer colorretal é o terceiro tipo de cancer mais comum e uma das principais
causas de morte por cancer (GLOBOCAN, 2012).
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas de ¢éxido de zinco e
alteracdes morfologicas e funcionais relacionadas a autofagia em linhagem de cancer

colorretal expostas a ZnO-NPs.

3.1 Objetivos especificos

« caracterizar as ZnO-NPs com relacdo ao tamanho, dimensao e aspectos da superficie,
utilizando as técnicas de Microscopia Eletrénica de Transmissdo e Difragdo de Raios X;

« caracterizar e avaliar a dindmica das ZnO-NPs dispersas em meio de cultura DMEM,
utilizando as técnicas de Espalhamento Dindmico de Luz e Potencial Zeta;

« avaliar os efeitos citotdxicos de ZnO-NPs na linhagem de carcinoma colorretal HCT-
116 utilizando o ensaio MTT,;

« avaliar os efeitos na formacdo de colbnias da linhagem de carcinoma colorretal
tratadas com ZnO-NPs;

- analisar alteracdes na morfologia das células de carcinoma apds exposicao as ZnO-
NPs, usando microscopia de contraste de fase;

« avaliar a expressdo da proteina de marcacdo autofagica LC3 A/B em células de
carcinoma colorretal tratadas com ZnO-NPs, utilizando western blot;

« confirmar a expressdo da proteina LC3 A/B em células de carcinoma colorretal

tratadas com ZnO-NPs, utilizando imunofluorescéncia indireta.
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4. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo apresentados na forma de artigo cientifico.
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ABSTRACT

Here, the cytotoxic effects of ZnO-NPs on human colon carcinoma cells (HCT-116)
and induction of autophagy was investigated. The 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolico test (MTT) was used to evaluate cell toxicity and clonogenic test to evaluate
colony formation after ZnO-NPs exposure. Alterations in cell morphology was monitored
under an inverted light microscope using phase contrast staining in the presence of increase
concentrations of ZnO-NPs and immunefluorescence and western blot performed to
investigate autophagy. The commercially acquired ZnO-NPs were previously characterized,
confirming their crystalline structure by the X-ray Diffraction technique and its approximate
size of 50 nm by Transmission Microscopy. The solutions of 15 and 25 pg mL-! ZnO-NPs
showed low stability with tendency to aggregate revealed by the Zeta Potential. HCT-116
Cells were treated with different concentrations of ZnO-NPs (0-30 pg mL-! for MTT and 0-20
ug mL? for clonogenic assay). A significant reduction in cell viability revealed by the MTT
assay was observed after 24, 48 and 72h ZnO-NPs exposure, with 1C50 of 23,86 pug mL™,
23,33 pug mL?, 21,01 pg mL™. The clonogenic assay confirmed MTT results once colony
formation was affected progressively with increase of ZnO-NPs concentration, with slightly
reduced IC50 compared to MTT, of IC50 14,313 pg mL™* 13,065 pug mL*?, 11,459 pg mL-
! Morphological changes in cells such as loss of adhesion and retraction of the cytoplasm
were observed under an inverted light microscope using phase contrast after increase
concentrations of ZnO-NP. Expression of the LC3 A/B protein was analyzed by Western
Blot, revealing a progressive increase of its expression after 6, 12 and 18h of incubation with
the IC 50, patterns confirmed by indirect immunofluorescence assay, which revealed similar
increase in LC3 A/B (25ug mL™) expression pattern compared to positive control of
autophagy Rapamycin (100nM). The results here presented that ZnO-NPs were able to
promote cytotoxic effects on HCT-116 human colon carcinoma cell lines and induce
autophagy at concentration of 25pug mL™. These results are in agreement with the literature, in
which autophagy was described as a process of activated cell signaling in different cell
models after exposure of ZnO-NPs. Due to the lack of studies indicating the mechanism of
action after exposure to ZnO-NPs in colorectal cancer cells, the data here presented may
contribute to the elucidation of the effects of nanoparticles on tumor cells and may direct
further studies to better understand the role of autophagy induced by ZnO-NPs.

Keywords: nanotechnology, zinc oxide, colorectal cancer, antitumoral, autophagy
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Introduction

Colorectal cancer is highly prevalent throughout the world, with significant morbidity
and mortality. Despite improvements in treatments involving chemotherapy, drug resistance
and side effects remain a major challenge (Cisterna et al., 2016). In exploring new strategies
for the treatment of cancer, one possibility is the development of nanomedicine, which
represents a revolutionary area of science with innovative promises due to the ability to
produce nanomaterials in a controlled manner with unique physical and chemical properties,
reducing the dose required and the side effects that are the principal disadvantage of such
drugs (Vinardell & Mitjans, 2015, Bisht & Rayamajhi, 2016).

Zinc oxide nanoparticles (ZnO-NPs) are frequently used in industrial products such as
paint, surface coating and cosmetics and have recently been exploited in biomedical
applications due to their biocompatibility, effective cytotoxicity, easy synthesis, low cost,
photocatalytic properties and promotion of reactive oxygen species generation, may be a
promising anticancer agent (Rasmussen et al., 2010, Bisht & Rayamajhi, 2016). Decreased
cell viability in tumor cell lines after exposure to ZnO-NPs was well described in many
studies. For example, Ahamed et al., 2011 reported a decrease in cell survival in human
alveolar adenocarcinoma cells, Yuan et al., 2014, in human liver carcinoma cells using low
doses of ZnO-NPs and more recently Chakraborti et al., 2017, using breast cancer cell.
Oxidative stress has been reported as one of the cellular metabolic responses in inducing
ZnO-NPs cytotoxicity, leading to death processes as apoptosis and autophagy (Ahamed et al.,
2011, Pandurangan et al., 2016, Bai et al., 2017).

Autophagy involves a lysosomal degradation process with several steps, in which cells
degrade aged or damaged proteins and organelles (Mizushima et al., 2008, Glick et al., 2010).
The role of autophagy in cancer is controversial because the process may suppress early
tumor development by deleting damaged organelles in normal cells or may help tumor cell
survival by protecting the tumor against drug-induced apoptosis (Brech et al., 2009; Giuliani
& Dass, 2013). The autophagy associated with the induction of cell death in tumor cells
treated with ZnO-NP has been described in human ovarian cancer (Bai et al., 2017), lung
epithelial cells (Zhang et al., 2017 ) and fibrosarcoma cells (Arakha et al., 2017). Autophagy
is involved in a complex cell response regulated by several mediators. One of them, the
LC3A/B complex, has been investigated recently as part of steps of the autophagy process
(Mizushima et al., 2011). In order to better elucidate mechanisms of action related to
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autophagy processes after cell exposure to nanoparticles the cytotoxic effects of ZnO-NPs on
human colon carcinoma cells and induction of autophagy was investigated.

Material and Methods

Zinc Oxide Nanoparticles

Commercial ZnO-NPs were purchased from Sigma-Aldrich and the stock solution was
prepared by suspending the ZnO-NP powder in Milli-Q water at a concentration of 1000 pg
ml. Prior to the assays, the stock solution was sonicated for 30 min and then the dilutions in
DMEM medium of the different concentrations were prepared administration to the cells and

physico-chemical characterization.

Analysis Trough TEM, XRD, Zeta Potential and DLS

The average dimensions, shape and morphology of ZnO-NPs powder were analyzed
by transmission electron microscopy (TEM) using a JEM JEOL 1200 Ex I, operating at 80
kV, equipped with a CCD camera. The crystalline phase of ZnO-NPs was analyzed by X-ray
diffraction (XRD) using the Siemens D500 X-Ray Diffractometer and perfomed in the
20orange form 20 to 80 with a step size of 0,05, using CuKa (A= 1,5406) radiation. Dynamic
light scattering (DLS) was perfomed with a Brookhaven Instruments EMI 9863 equipped with
a 35 mW He-Ne laser, 632,8 nm laser diode. The Zeta potencial (ZP) measurement was
carried out on a Zeta Potencial Analyzer Brookhaven Instruments (A = 660nm) 31,450. The
15 e 25 pg mlt ZnO-NPs solutions were freshly prepared to evaluate the hydrodynamic size

distribuition by DLS, the electric charge and stability of dispersion by ZP analysis.

Cell Culture and Survival Analysis After Exposure to ZnO-NPs

Colorectal carcinoma cells (HCT-116) cells was obtained by the American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Cells were grown in DMEM supplemented
with 10% (w/v) heat-inactivated FBS and 1% (w/v) penicillin—streptomycin. The cultures
were maintained in a humidified atmosphere at 37 °C, 5% CO> and 95% air. The study was

performed as cells reached 70-80% confluence.
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Cell viability was measured wusing the (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium assay (MTT) (Mosmann, 1983). Briefly, cells were seeded into the 96-
well plates at a density of 5 x 10* cells/mL. After 24 h, cells were treated with different
concentrations (0, 10, 15, 20 and 30 pg mL™) of ZnO-NPs and incubated for 24 h, 48 h and
72 h. Negative controls treated with the same amounts of H.O Milli-Q solvent. The medium
was removed and 1 mg/mL MTT dye in serum-free medium was added to the wells. Plates
were incubated at 37 °C for 2 h in humidified 5% CO> atmosphere. Subsequently, the MTT
solution was removed and the obtained formazan violet product was dissolved in 100 pL
DMSO. Absorbance was measured using a microplate reader (Spectra Max 190, Molecular
Devices, USA) at 570 nm. All readings were compared with the control, which represented
100% viability. The IC50 (concentration pg/mL that inhibits cell growth by 50%) ratio of

cancerous cell was also calculated.

Clonogenic Assay

Colorectal carcinoma cells (HCT-116) were seeded in a 6-well plate at a density of
2x10? cells/well and treated with 0, 5, 10, 15 e 20 ug mL™ of ZnO-NPs. After 24, 48 and 72h
of tratament, cells were washed with PBS, and supplemented medium was added to wells for
7 days. Subsequently, the medium was removed, and cells were fixed for 5 min with 2 mL of
methanol then rinsed with water. Cell colonies were stained for 10 min in 2 ml of 1% crystal

violet solution, washed once again with water, and then counted.

Morphological Evaluation

Colorectal carcinoma cells (HCT-116) were seeded into 24-well plates at a density of
5 x 10* cells/mL. After 24 h incubation, the cells were treated with different concentrations
(0, 10, 15, 20 and 30 pg mL?) of ZnO-NPs and incubated for 24 h. Negative controls treated
with the same amounts of H.O Milli-Q solvent. Morphological changes of the cells were

observed and photographed under a inverted light microscope using phase-contrast (Nikon®).
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Western Blotting Analysis

To evaluate the expression levels of LC3A/B protein related to autophagy, colorectal
carcinoma cells (HCT-116) cells were exposed with IC50 of ZnO-NPs for 6h, 12h, and 18h.
For the isolation of total protein fractions, the cells were collected, washed twice with ice-cold
PBS, and lysed using cell lysis buffer [NP40, 20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NacCl, 1% Triton
X-100, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM EDTA, protease inhibitor]. The lysates were
collected by scraping from the plates and then centrifuged at 10000 rpm at 4 °C for 5 min.
Total protein samples were loaded on a 12% of SDS polyacrylamide gel electrophoresis and
transferred onto polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (Millipore, Billerica, MA, USA)
for 1 h. Membranes were blocked at room temperature for 1 h with blocking solution (5%
power milk in TBST). Next, the membranes were incubated for 1 h at room temperature with
anti-human LC3A/B rabbit mAb (1:1000 dilution; Cell Signalling), and anti-human GPDH
mousem Ab (1:5000 dilution, Cell Signaling). After washing, the membranes were incubated
for 1 h at room temperature with horseradish peroxidase (HRP)-linked anti-mouse Ig.
Immuno blots were performed using ECL prime. Western blotting detection kit (Amersham).
Chemiluminescence visualization and detection was performed using ImageQuant LAS 500
(GE Healthcare life sciences).

Indirect Immunofluorescence Assay

Colorectal carcinoma cells (HCT-116) cells were seeded into 24-well plates containing
coverslips. After 24 h incubation, cells were treated with a range of different concentrations
(0-25 pg mL™Y) of ZnO-NPs and incubated for 24h. Negative controls treated with the same
amounts of H20 Milli-Q solvent. Positive control received Rapamycin (100nM).Cells were
fixed with 4% paraformaldehyde, blocked with 2% BSA for 1h, and incubated with the
primary antibody, monoclonal anti-LC3A/B antibody (Cell Signaling, 1:100 v/v) for 1h,
followed by incubation with secondary anti-mouse fluorescein isothiocyanate (FITC) (Anti-
mouse IgG, Sigma, 1:150 v/v) for 1h. The slides mounted with coverslip and analyzed with a

fluorescence light microscope (BX43 — Olympus).
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Statistical Analyses

The results were expressed as mean + standard deviation (SD) of three independent
experiments performed in triplicate, used to assess normal distribution data. One-way analysis
of variance (ANOVA) was applied, followed by Tukey post-hoc test. Statistical significant of
mean differences was accepted at a level of p < 0.05. All statistical analyses were performed
using the SPSS statistical software (version 23.0 for Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results

Characterization of ZnO-NP trough TEM, XRD, Zeta Potential and DLS

ZnO-NPs were analyzed through TEM showing average size of about 50 nm (Figure
1), which is in accordance to declared size by the manufacturer. Figure 2 presents the X-Ray
diffraction pattern that revealed the presence of wurtzite phase, with high diffraction peak
with 26 values of 32.41°, 34.24°, 36.14°, 47.35°, 56.39°, 62.56°, and 66.94°, typical of ZnO
hexagonal crystals (Dantas et al., 2008, Saraswathi et al., 2017).

1
100 nm 50 nm d
I ————

Figure. 1. Transmission Electron Microscopy images of ZnO-NP powder in lower (A) and higher (B)
magnification. Media dimension of nanoparticles are of about 50 nm.

Zeta Potencial was employed to evaluate the stability of nanoparticles in aqueous

solution, estimating the particle surface potencial that is related to the nanoparticles
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agglomerated rate. The average zeta potential was calculated and presented values from
-38.72 = 4.58 mV for the control, -8.54 + 14.31 to -2.8 £ 12.81 mV for ZnO-NP solutions
and 21.99 £ 1.21 mV for the stock solution in ultra-pure water (Frame 1). DLS analysis
revealed a decrease in the hydrodynamic size of the particles compared to the control
medium. The control group was composed of DMEM presented a size of 140.6 nm + 42 nm.
The lowest concentration at 15ug mL™ presented a size of 6.3 nm * 12 and the highest

concentration at 25 pg mL*showed the hydrodynamic size of 79.8 nm + 15.
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Figure 2. X-Ray diffraction (XRD) pattern of ZnO-NP. The crystalline wurtzita phase is represented in arrows.

Frame 1. Physical-chemical parameters of solutions in different ZnO-NP concentrations.

ZnO-NP concentration Average Zeta Potential (mV) | DLS (nm)

Control -38.72 £ 4.58 140.6 £ 42

15 ug mLt -8.54 +14.31 64.3+12

25 ug mL*? -2.8+12.81 79.8+ 15

1000 pg mL1(H20 Milli-Q) 21.99+1.21 Equipment capacity
exceeded

Viability assay

The MTT results demonstrated a concentration-dependent cytotoxicity after exposure

to ZnO-NPs.The MTT reduction (relative to control) of HCT116 cells observed after ZnO
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exposure at concentrations 10, 15, 20 and 30 pg-mL™* for 24, 48 and 72h, showed IC50 of
23.86 pug mL?, 23.33 ug mL?, 21.01 pg mL?, respectively (Figure 3).
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Figure 3. Cell viability (MTT assay) of human colon carcinoma (HCT-116) exposed to different
concentrations of ZnO-NPs for 24, 48 and 72h. Data are of mean = SD of triplicate values.

Clonogenic Assay

The clonogenic survival assay was performed to determine the ability of HCT116 cells
to proliferate and form colonies in the presence of 5, 10, 15 and 20 pug mL*of ZnO-NPs for
24, 48 and 72h. ZnO-NPs reduced the number of colony formation of colorectal cancer cells
compared to control, with 1C5014.313 pug mL™* 13.065 pg mL?, 11.459 ug mL™, respectively
(Figure 4). Although the clonogenic test revealed reduced IC50 values compared to MTT
test, a similar pattern of reduction in cell proliferation was observed after exposure to

increased concentrations of ZnO-NPs.
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Figure 4. Colony forming ability of HCT116 cells treated for 24, 48 and 72h with ZnO-NPs.
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Morphological Assay

The morphology of human colorectal cancer cells was monitored after ZnO-NP
exposure through phase contrast microscopy. A significant reduction in cell density,
cytoplasmic retraction and loss of adherence were evident at concentrations above 20 pg mL”

of ZnO-NP, after 24h exposure, compared to the control group (Figure 5).
a)- b)- | -
| - e) -
Figure 5. Morphological analysis of human colorectal cancer cells after increase concentrations of

ZnO-NP monitored through phase contrast microscopy. a) Control; b)10ug mL; ¢) 15 pg mL*; d) 20 pug mL-
and e) 30 pug mL™.

Western Blot and Indirect Immunofluorescence Analysis

LC3A/B protein expression was monitored trough western blot technique after 6h, 12h
and 18h ZnO-NP exposition compared to GPDH using concentrations of 1C50 against human
colorectal cancer cells. A progressive increase in LC3A/B protein expression could be

observed after different incubation times. (Figure 6).
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Figure 6. Increase in LC3A/B expression compared to GPDH in human colorectal cancer cells with
IC50 after different incubation time (6h, 12h, 18h) expositions to ZnO-NPs. a) western blot image and b)
intensity signal taken from Image J software.

These results are confirmed with the immunofluorescence assays, where expression of
LC3A/B was enhanced with green fluorescence after 25ug mL™* ZnO-NP exposure. Note that
positive control with Rapamycin (100nM) was used and LC3A/B protein expression
presented a similar pattern to the ZnO-NP IC50 concentration (Figure 7). The topographic
distribution by indirect immunofluorescence revealed that cells exposed to different
concentrations of ZnO-NPs progressively increased the expression for LC3 A/B. The highest
concentration showed fluorescence marking similar to the positive control for autophagy
using Rapamycin at 100nM, with affinity in autophagosomes of cell structures. A schematic
plot in Figure 8 is highlighting possible mechanism of endocytosis and autophagy of ZnO-
NPs.

45



ZnO-NPs 24 hours treated HCT116

LC3A/B DAPI MERGE

Negative control
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Figure 7. Increase in LC3A/B expression pattern in human colorectal cancer cells after exposure to a range of
ZnO-NP concentration (0-25ug mL™). Note that positive control with Rapamycin (100nM) showing similar
expression pattern compared to the higher concentration (25ug mL™?) of ZnO-NP. Negative control (without

ZnO-NP) is also represented in first line.
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Figure 8. Schematic plot highlighting possible mechanism of endocytosis and autophagy of ZnO-NPs. ZnO-NPs
can be internalized through receptor-mediated endocytosis (1), followed by the fusion of the endosome with the
lysosome where ZnO-NPs (2) degradation and Zn* release of the ions into the cytosol (3). In the cytosol, Zn* and
ZnO-NPs can cause oxidative stress by generating ROS (4), damaging cellular organelles, the cell membrane
through lipid peroxidation (5) and causing DNA damage (6). ZnO-NPs also induce autophagy and be
internalized in autophagosomes (7). Damage to cell organelles and hyperstimulated autophagy caused by Zn*
and ZnO-NPs can lead to cell death (8). (Guan et al., 2012, Sabella et al., 2014, Ray et al., 2014, Mihai et al.,
2015, Taccola et al., 2011, Girardello et al., 2016).

Discussion

Numerous reports point out cytotoxic effects of zinc oxide nanoparticles in different
cell models. The effects are dependent cellular model, nanomaterial size, on the concentration
and exposure time of the ZnO-NPs. The identification of the wurtzite crystal structure by the
X-ray diffraction technique, together with the transmission electron microscopy analysis,

which allowed to observe the shape and dimensions of ZnO-NPs, corresponding to
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approximately 50 nm, are in agreement with the characteristics of the ZnO-NPs used by Guan
et al., (2012), which also induced concentration-dependent cytotoxicity in human hepatocyte
and human embryonic kidney cells. The zeta potential analysis revealed that the ZnO-NPs
dispersed in DMEM culture medium are unstable because the forces between the particles are
not sufficient to avoid agglomerates in aqueous media, which was confirmed by analyzing the
results obtained with DLS, since the hydrodynamic size of the ZnO-NPs in culture medium
was slightly larger than the size obtained by MET. Characteristics also described by Ahamed
et al., (2011), where the MET analysis revealed the size of 52 nm and, at the DLS analysis, 97
nm. On the other hand, Sharma et al., (2012) observed a hydrodynamic size approximately 4x
larger than the MET analysis. In this context, the need of physicochemical characterization of
nanomaterials is emphasized, in order to allow a better understanding of its effects in different
cellular models.

In general, literature establishes that concentrations below 10 pg mL? of ZnO-NP
presented low in vitro toxicity. Another point that seems consensual in the literature is the
time of exposure of the material to the biological medium; acute treatments have lower rates
of cytotoxicity compared to chronic exposures. However, there seems to exist a concentration
threshold that induces cell death such as, for example, apoptosis or autophagy. The
internalization of ZnO-NPs (Figure 8) can occur through receptor-mediated endocytosis,
followed by hydrolysis of the nanoparticles through zinc ions within the lysosomes and
release of these ions into the cytosol (Taccola et al., 2011, Sabella et al., 2014) and may also
be degraded in cell compartments called as autophagolysosomes in a process known as
autophagy. Autophagy seems to be closely related to intracellular oxidative processes, and
some authors still point to inflammatory processes such as participation in autophagy
induction.

Cytotoxic effects of ZnO-NPs and regulatory mechanisms including ROS production
and autophagy induction have been recently reported (Yu et al., 2013; Arakha et al., 2017,
Roy et al., 2014,). Here, cytotoxicity was evaluated by both direct clonogenic assay and
indirect MTT analysis and showed similar cytotoxic profiles. Once ROS has been attributed
as a major response in cell metabolism exposed to ZnO-NP, interferences in MTT could
appear upon mitochondrial redox unbalance. Therefore, direct colony formation analysis in
exposed and control group was performed.

ROS activation seems to be present in many reports investigating autophagy induction
upon ZnO-NPs exposure. Song et al., (2014) studied the effects of ZnO-NPs on the human

epithelial colorectal adenocarcinoma cell line (Caco-2). The results showed that ZnO-NPs had
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a highly significant dose-dependent effect on cell activity. There was an increase in ROS
release, suggesting that the cytotoxicity of ZnO-NPs in intestinal cells can be mediated by
oxidative stress. De Berardis et al., (2010) analyzed the effects of ZnO-NPs on the human
colon carcinoma line LoVo. Treatment with ZnO-NPs (11.5 pg mL™) for 24 h induced a
significant decrease in cell viability, increase of H.O», decrease of O, and GSH,
depolarization of internal mitochondrial membranes and apoptosis, with higher doses
inducing about 98% of cytotoxicity after 24 hours of treatment. The authors also suggest
oxidative stress as a key pathway in inducing the cytotoxicity of ZnO-NPs in colon carcinoma
cells. Yu et al., 2013, studied the induction of autophagy by ZnO-NPs in normal epidermal
cells of rat skin and concluded that ZnO-NPs can lead to cell death by the accumulation of
autophagic vacuoles and mitochondrial damage through ROS induction.

Most recently, Bai et al., 2017, evaluated the effects of 20 nm ZnO-NPs on human
ovarian cancer cells (SKOV3), concluding that these nanoparticles induced apoptosis and
autophagy, due to increased generation of ROS, double-stranded DNA damage, and loss of
membrane potential.

Autophagy plays an important role on cell response in metabolisms exposed to several
different sorts of NP. Some studies focused on the biocompatibility of ZnO nanomaterials.
ZnO-NPs have been reported to have cytotoxic effect upon increase of Zn?* concentration in
the culture medium or cells containing ZnO (Muller et al., 2010). However, such leakage of
ionic Zn?* in the biological system resulting from the dissolution of ZnO can be well tolerated
at lower concentrations (Xiong, 2013). Literature has pointed out that higher concentrations of
ZnO-NPs are capable of inducing cells death mechanisms (Meyer et al., 2011, Yu et al.,
2013). The results here presented show that concentrations of ZnO-NPs at 25 pug mL™* are
capable of decrease cell viability, formation of colonies, alter cell morphology and autophagy
inducing. In addition, until present, no studies were conducted to evaluate the effects of ZnO-

NPs on HCT-116 human colon carcinoma cells.

Conclusions

The results here presented indicate that ZnO-NPs decrease cell viability and induce
autophagy in the colorectal cancer strain HCT-116. Due to the lack of studies indicating ZnO-
NPs induced autophagy in colorectal cancer cells, our data may contribute with new evidence

on the effects of these nanoparticles and their relationship with the autophagic process in
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colorectal carcinoma cells. Although further studies are needed, ZnO-NPs are possible
alternative sources of oncology therapy strategies, given the urgent need to develop new

classes of anticancer agents.
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5. DISCUSSAO GERAL

A maioria dos estudos reportados na literatura utilizando ZnO-NPs avalia efeitos
citotoxicos, genotoxicos e morte celular em células ndo tumorais e tumorais expostas a
diferentes tamanhos de ZnO-NPs. Estudos utilizam ZnO-NPs de diferentes origens
(comerciais ou sintetizadas) com formas e tamanhos variados. Os resultados encontrados
nesta pesquisa (Capitulo 1) corroboram com outras pesquisas em que as ZnO-NPs de
aproximadamente 50 nm foram capazes de induzir citotoxicidade dependente da concentragao
em células de carcinoma colorretal. Assim, salienta-se que a caracterizacdo adequada destes
nanomateriais faz-se necessaria, a fim de possibilitar o entendimento de seus diferentes efeitos
em distintas linhagens celulares.

A identificacdo da estrutura cristalina wurtzita das nanoparticulas de ZnO no presente
estudo, juntamente com a analise de MET, a qual permitiu analisar o formato e as dimensdes
das ZnO-NPs, estdo de acordo com as caracteristicas das ZnO-NPs utilizadas por Guan et al.
(2012). Em adigéo, o potencial zeta apresentado pelas ZnO-NP em meio de cultura apontou
instabilidade das dispersoes, fato que explica-se devido as forgas existentes entre as particulas
ndo serem suficientes para evitar aglomerados em meio aquoso. Além disso, verificou-se
através dos resultados obtidos com DLS, os efeitos de aglomeracdo de ZnO-NPs, pois

apresentaram um tamanho hidrodindmico levemente maior que as ZnO-NPs analisadas por
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MET. Estes resultados confirmam os achados de Ahamed et al. (2011), em que a andlise de
MET revelou um tamanho de 52 nm e, a anélise de DLS, 97 nm. Ja nos achados de Sharma et
al. (2012), utilizando-se particulas com tamanho aproximado de 50 nm, revelaram que seu
tamanho hidrodinamico foi aproximadamente 4x maior na analise de DLS.

O ensaio de MTT conduzido neste estudo revelou que as ZnO-NPs reduziram a
viabilidade das células de cancer colorretal proporcional ao aumento da concentragcdo, com
resultado de citotoxicidade pronunciado nas maiores concentracdes de 20 e 30 pg mL* em
24h, 48 e 72h. Segundo Ahamed et al. (2011), os efeitos de ZnO-NPs de 52nm, com tamanho
hidrodindmico de 97nm, em ceélulas de adenocarcinoma alveolar humano revelam uma
reducdo da viabilidade celular apds 24 horas de exposicao, com IC50 de aproximadamente 50
ug mL* para 24h e 25 pug mL ™t em 48h de exposicao.

Meyer et al. (2011), também relataram uma diminuicdo na sobrevivéncia celular apds
a exposicdo de ZnO-NPs durante 24 horas de exposi¢do em células de fibroblasto dérmico
humano. Na menor concentracdo (2,5 pg mL™?), as nanoparticulas ndo produziram reducio
significativa na viabilidade celular, enquanto que a maior reducdo na viabilidade celular foi
observada em concentragdes a partir de 25 pug mL™.

Para Yuan et al. (2014), utilizando-se ZnO-NPs de 50 nm, foi possivel observar
concentragfes ainda menores com efeitos citotoxicos em células de carcinoma de figado
humano (HepG2), com IC50 de 2,22 pg mL? e 1,54 pg mL? durante 24h e 48h,
respectivamente. Somando a isso, Akhtar et al. (2012), também utilizando HepG2, mas com
nanoparticulas de 21 nm, e tamanho hidrodindmico de 127 nm, relataram que a viabilidade
celular foi significativamente afetada com 15 pg mL™* em 24h.

Pela interpretacdo visual das células de carcinoma colorretal expostas a concentragdes
crescentes de ZnO-NPs, evidenciou-se alteragdes morfoldgicas nas células, como retracdo do
citoplasma, forma irregular e perda da aderéncia, caracteristicas estas que se mostraram mais
acentuadas com o aumento da concentracdo das ZnO-NPs. Resultados similares foram
encontrados por Pandurangan et al. (2016), que relataram altera¢cdes morfoldgicas em células
de carcinoma de ovario humano (HeLa) expostas por 24h as ZnO-NPs de 10nm e por Guan et
al. (2012), que também visualizaram alterages morfologicas em células de hepatocitos
humano (L02) e rim embrionario humano (HEK?293) tratadas com ZnO-NPs de 50nm.

Os resultados aqui apresentados por meio de experimentos de western blot e
imunofluorescéncia evidenciaram um aumento na expressdo de proteinas LC3-11 apds
exposicao de ZnO-NPs, em sua maior concentracdo. Além disso, foi possivel observar que em

6h de exposicdo ndo houve um aumento da expressdo de LC3-1I, mas em 12 e 18h essa

54



expressao se tornou visivelmente alterada. Durante o processo de autofagia, a proteina LC3
sofre clivagem, resultando na forma citosolica LC3-1 e, em seguida, é conjugada a
fosfatiletanolamida para formar LC3-II, e entdo, esta se associa a membrana do
autofagossomo permanecendo até que a estrutura seja finalizada (Kabeya et al., 2000). A
proteina LC3-1l tem sido utilizada como um dos principais marcadores para verificacdo da
ocorréncia do processo autofagico (Klionsky et al., 2012).

Em continuidade aos resultados obtidos, no ensaio de distribuicdo topografica por
imunofluorescéncia indireta, no qual as células sdo expostas a diferentes concentracdes de
ZnO-NPs, observou-se aumento progressivo da expressdo de LC3 A/B, sendo que, a maior
concentragdo revelou marcagdo de fluorescéncia similar ao controle positivo para autofagia
utilizando Rapamicina, possivelmente com padrdo de marcacdo com afinidade nos
autofagossomos destas estruturas celulares. Tais resultados estdo em conformidade com os
relatados por Yu et al. (2013), que descrevem um aumento relacionado ao tempo da proteina
LC3 em células normais epidérmicas da pele de rato expostas a 10 ug mL™* de ZnO-NPs por
24, 48 e 72h. Ja o ensaio de imunofluorescéncia revelou um aumento significativo com o
tempo de LC3, especialmente as 48 e 72h.

Alguns estudos indicam que a inducdo de autofagia pode ser observada em tempos
menores de exposicdo a ZnO-NPs. Bai et al. (2017), avaliando a inducdo de autofagia em
celulas de cancer de ovario humano, também analisaram a expressdo da proteina LC3 por
western blot e formacéo de autofagossomos por imunofluorescéncia. Os resultados revelaram
um aumento da expressdo da proteina LC3-II e de LC3 nas células na concentragdo 30 pg
mL-1 em 12 h. Os autores sugerem que a ativacdo da autofagia pode promover ou inibir a
apoptose, dependendo do nivel dos danos causados por ZnO-NPs.

Além da inducdo de autofagia ser observada em tempos menores de exposi¢ao a ZnO-
NPs, salienta-se que a geracdo de ERO por ZnO-NPs pode estar intimamente relacionada com
a citotoxicidade. Roy et al. (2014) relacionam ROS com a autofagia, pois ao esgotar as
enzimas antioxidantes, aumentando a peroxidacao lipidica e os teores de proteina carbonila,
h& um aprimoramento na formacgéo de autofagossomos através da inibi¢do da via Akt/mTOR.
ZnO-NPs causam possivelmente um acumulo de vacUolos autofagicos e danos nas
mitocondrias atraves da inducdo de ROS, influenciando fortemente o processo de morte
celular autofagica (Yu et al., 2013). Em outro estudo realizado pelo nosso grupo, também foi
observado um acumulo de vacuolos autofagicos com TiO2-NPs internalizadas em hemacitos

de mexilhdo-dourado (Girardello et al., 2016).
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Alguns autores investigam os efeitos de ZnO-NPs nos lisossomos e sua relagdo com o
fluxo autofagico frente a dissolucdo de ions de zinco no citoplasma. Zhang et al. (2017)
investigaram essa relacdo em células epiteliais pulmonares. Os resultados mostraram que a
dissolucdo de ions de zinco nos lisossomos pode levar a um fluxo autofagico prejudicado,
causando um acumulo de mitocéndrias danificadas, gerando ROS excessivos e causando
morte celular.

Em continuidade, Loos et al. (2014) relatam que a disfuncdo lisossémica pode levar a
autofagia incompleta, bem como sugere-se que ZnO-NPs podem ser dissolvidas no lisossomo
causando desestabilizacdo lisossomal em células THP-1 e posterior morte celular (Cho et al.,
2014). A literatura também aponta que os ions de zinco podem se acumular especificamente
nos endossomas e lisossomas de células epiteliais alveolares tratadas com ZnO-NPs (Mihai et
al., 2015). Estes resultados mostram que as ZnO-NPs podem ser dissolvidos em lisossomos
causando disfuncdo lisossdmica, porém o mecanismo regulatério e efeito bioldgico da
disfuncdo lisossémica permanece pouco esclarecido até o momento (Zhang et al, 2017). E
possivel que a morte celular possa ocorrer quando as células tentam se recuperar do estresse,
por remocdo de biomoléculas celulares danificadas utilizando autofagossomos. Porém, muitas
vezes, tal processo ndo se completa, levando células com danos irrecuperdveis a morte
apoptdtica (Arakha et al., 2017).

Frente ao exposto, pode-se observar que a literatura aborda diferentes estudos e
apresenta efeitos citotoxicos das nanoparticulas de Oxido de zinco em distintos modelos
celulares. Assim, os efeitos sdo dependentes da concentracdo e do tempo de exposicdo dos
ZnO-NPs conforme demonstrou-se no Capitulo I. Em geral, a literatura evidencia que
concentragdes abaixo de 10 ug mL™? de ZnO-NP apresentam baixa toxicidade in vitro. Outro
ponto que parece consensual trata-se do momento de exposicdo do material a0 meio
bioldgico. Os tratamentos agudos tém taxas mais baixas de citotoxicidade e de alteracdes
celulares em comparacdo com exposicdes cronicas.

No entanto, parece existir um limiar de concentracdo que induz a morte celular, como,
por exemplo, apoptose ou autofagia. Sugere-se que a internalizagcdo de ZnO-NP (Figura 8)
pode ocorrer através de endocitose mediada por receptores, seguida de hidrélise das
nanoparticulas dentro dos lisossomas e liberacdo de ions de zinco no citosol (Taccola et al.,
2011, Sabella et al., 2014) e também pode ser degradada em compartimentos celulares
conhecidos como autofagolisossomos em um processo conhecido como autofagia. Conforme

embasamento cientifico e a pesquisa que aqui apresentada, pode-se observar que a autofagia
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parece estar intimamente relacionada aos processos oxidativos intracelulares, e alguns autores
ainda apontam para processos inflamatdrios, como a participacéo na inducgéo de autofagia.
Frente aos efeitos da exposicdo de ZnO-NPs sobre o metabolismo celular tumoral
apresentados neste estudo, os quais corroboram com os dados na literatura para outras
linhagens tumorais, pode-se considerar que as ZnO-NPs sdo possiveis fontes alternativas para
estratégias de terapia na area da oncologia, dada a necessidade de se desenvolver novas

classes de agentes anticancerigenos.
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6. CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo permitem concluir que:

e a caracterizacdo das ZnO-NPs mostrou composicdo instaveis com tendéncia a
aglomeracédo quando inseridas em meio de cultura;

e 0 ensaio MTT revelou que as ZnO-NPs reduzem a viabilidade celular da linhagem
de carcinoma colorretal HCT-116;

e 0 ensaio clonogénico mostrou que as ZnO-NPs causaram uma diminuicdo do
numero de coldnias formadas por células de carcinoma colorretal;

e a exposicdo das células de carcinoma colorretal as ZnO-NPs causou uma retracao
do citoplasma e diminuicdo da confluéncia e aderéncia das células, monitoradas por
microscopio de contraste de fase;

e a analise de western blot revelou inducdo de autofagia com aumento de expressao
de LC3 A/B ap0s diferentes tempos de incubacdo das células de carcinoma colorretal expostas
a doses correspondentes ao IC50 de ZnO-NPs;

e 0 ensaio de imunofluorescéncia indireta confirmou os resultados de western blot,
indicando regides topogréaficas de expressdo de LC3 A/B em células de cancer colorretal
tratadas com 25 pug mL* de ZnO-NPs.
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7. PERSPECTIVAS

e realizar a técnica de Brunauer-Emmett-Teller (BET) para verificar a area superficial
das ZnO-NPs;

o verificar a expressdo de outras proteinas relacionadas a autofagia por western blot e
Imunofluorescéncia Indireta;

e verificar a geracdo de espécies reativas de oxigénio;

o verificar danos genotdxicos ao DNA através da técnica de Cometa;

e avaliar efeitos mutagénicos no DNA atraveés da técnica de Micronucleos.
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