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Resumo

As nanofibras de celulose (NFC) podem ser aplicadas na constru¢do de matrizes poliméricas, liberagdo
controlada de farmacos, gene delivery e engenharia tecidual. Entretanto, pouco se conhece sobre seus efeitos
em células de mamiferos. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito das NFC na expressdo de genes de
estresse celular (HSP70.1, PRDX1) e apoptose (BCL-2, BAX) em fibroblastos bovinos cultivados in vitro. A
concentragdo de 100 pg mL™"' de NFC néo induziu a sobre-regulagdo génica, porém 2000 e¢ 5000 pg mL™" de
NFC aumentou a quantidade de RNAm para HSP70.1, PRDX1 e BAX. Portanto, nas condigdes testadas,
elevadas concentragoes de NFC alteraram a expressdo de genes biomarcadores de estresse celular e apoptose.
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Introducio

As NFC s@o nanomateriais atrativos devido as suas
propriedades de hidrofilicidade, flexibilidade,
resist€éncia mecanica, ampla capacidade de
modificagdo quimica, e sdo também biodegradaveis
(KOLAKOVIC et al.,, 2011) Porém, para o uso
seguro desse novo nanomaterial, sdo necessarios
estudos que avaliem seu potencial efeito citotdxico.
Em células pulmonares humanas foi observada baixa
toxicidade das NFC (CLIFT et al.,2011). Porém
outro trabalho revelou efeitos genotoxicos desse
nanomaterial em células vegetais (LIMA et al,
2012). Assim, mais estudos sdo necessarios para o
melhor entendimento da interacdo das NFC e as
estruturas bioldgicas. O objetivo deste estudo foi
quantificar a abundéncia de transcritos envolvidos
com a resposta ao estresse celular (HSP70.1,

PRDX1) e regulagdo da apoptose (BAX e BCL-2)
em fibroblastos expostos a NFC.

Materiais e métodos

A cultura celular e as condigdes de exposicdo as
NFC mediante contato direto foram realizadas de
acordo com normas da ISO 10993-5 “Biological
evaluation of medical devices Test for cytotoxicity:
in vitro methods”. Fibroblastos bovinos foram culti-
vados em meio DMEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino e incubados a 37°C, 5% CO, e
95% de umidade. Apos atingir a confluéncia de
60%, as células foram expostas as NFC (didmetro:
6-18 nm; comprimento: 85-225 um) por 24 /1 em di-
ferentes concentracdes: 0 (controle); 100; 2000 e
5000 pg mL". Posteriormente, 0 RNA foi extraido
utilizando-se o kit comercial RNeasy Micro kit (Qia-
gen). A transcrigdo reversa foi obtida com o kit co-
mercial SuperScript Il First-Strand Synthesis Su-
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permix (Invitrogen), produzindo um volume final de
20 pL (~16.000 ng) de cDNA por reagao. A PCR em
tempo real foi realizada utilizando-se o kit comercial
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Bi-
osystems). A reagdo contendo cDNA, par de pri-
mers, Master Mix (ANTPs, referéncia passiva-ROX,
SYBER Green) ¢ 0,1 U de Tag DNA Polimerase, em
um volume final de 25 uL, foi incubada a 95°C por
10 minutos, seguido de 45 ciclos de 95°C por 15 se-
gundos, temperatura de pareamento especifica para
cada primer, por 30 segundos e extensdo a 60°C por
30 segundos. Controles negativos foram preparados,
nos quais o cDNA foi omitido durante a reagdo. Fo-
ram feitas reagdes em triplicata para cada amostra
(de todos os grupos) das respectivas repeticdes em
placas opticas de reacdo de 96 pogos (Applied Bi-
osystems) e amplificadas no aparelho de PCR em
tempo real (ABI Prism 7300 Sequence Detection
Systems, Applied Biosystems). A quantificacdo rela-
tiva dos RNAm foi realizada pelo Relative Expressi-
on Software Tool (REST®). P<0,05 foram conside-
rados significativos. Os resultados foram apresenta-
dos como médias + erro padrao (EP) da média.

Resultados e discussio

Em fibroblastos expostos a 100 pg mL™" de NFC,
a abundancia de transcritos para HSP70.1 (1,00+
0,13), PRDX1 (1,16 +0,18) e BCL-2 (1,22 + 0,26)
foram similares (P>0,05) ao controle (Fig.1). Porém,
fibroblastos expostos a 2000 ug mL" de NFC, os
genes para HSP70.1 (1,57« 0,43), PRDX1 (1,41+
0,39) ¢ BAX (1,41« 0,36) foram sobre-regulados
(P<0,05) quando comparados ao controle (Fig.1). De
forma similar, a concentragdo de 5000 ug mL"' de
NFC induziu uma maior expressao (P<0,05) de
HSP70.1 (1,74+ 0,26), PRDX1 (1,38 £ 0,29) e BAX
(1,33 £ 0,17) que o grupo controle (Fig.1).
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Fig. 1 Expressdo relativa (média+EP) dos transcritos para Heat shock
protein 70.1 (HSP70.1), Peroxiredoxina 1 (PRDXI), B cell leukemia 2
associated X protein (BAX) e B-cell leukemia protein-2 (Bcl-2) em
fibroblastos bovinos cultivados sem nanomaterais (Opg mL™ grupo
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controle) e com NFC nas concentragdes de 100, 2000 e 5000 pg mL™"'. A
expressdo dos grupos NFC foram comparadas com o grupo controle
(expressao relativa = 1,00). ¥*P>0,05.

Porém, a abundancia de transcritos para
BCL-2 nao foi alterada (P>0,05; Fig. 1). Os genes
BAX (pro-apoptotico) e BCL-2 (anti-apoptotico)
expressaram proteinas que regulam a morte celular
em resposta a estimulos apoptoticos (VAN DELFT;
HUANG, 2006). A agdo de BAX ¢ neutralizada
quando ¢ formado um heterodimero com BCL-2.
Portanto, a relagio BAX:BCL-2 determina a
sobrevivéncia celular (BASU; HALDAR, 1998). No
presente estudo, a relacdo de transcritos BAX:BCL-
2 em fibroblastos expostos a 100 pg mL™" de NFC foi
menor que 1 (Tab. 1), enquanto nas células expostas
a 2000 e 5000 ug mL™" os valores foram maiores que
1 (Tab.l). A maior propor¢do de BAX quando
comparado ao BCL-2 pode acarretar uma maior
tendéncia a apoptose.
Tab 1. Taxa de expressdo de RNAm para BAX:BCL-
2 em fibroblastos expostos a NFC

Grupos BAX* BCL-2* Relagdo
BAX:BCL-

2

Controle 1 1 1
100 ug mL ™" de . a a
NFC 0,76 + 0,09 1,23 +0,26 0,62
2000 ug mL™"' de b . .
NFC 1,41+0,36 0,94 +0,25 1,50
5000 g mL ™' de " . .
NEC 1,33+£0, 17 1,11+0,20 1,20

*Valores de expressdo para B cell leukemia 2 associated X protein
(BAX) e B-cell leukemia protein-2 (Bcl-2) em fibroblastos expostos a
NFC quantificados por PCR em tempo real. Letras diferentes na mes-
ma coluna diferem significativamente ao nivel de 5%

Por outro lado, na concentragdo de 100 pg mL™’
de NFC a maior abundancia de transcritos para
BCL-2 (Fig. 1) e a baixa relagdo BAX:BCL-2 (Tab.
1), pode ocasionar em fibroblastos menos suscetiveis
a apoptose. De forma semelhante, outros
nanomateriais aumentaram os niveis de BAX em
células pulmonares de ratos tratadas com NTC
(RAVICHANDRAN et al., 2010). Células humanas
de figado humanas expostas a nanoparticulas de
dioxido de titdnio segundo Yoo et al. (2012) e
células plumonares A549 expostas a nanoparticulas
de pratas (LEE et al., 2011).

No presente estudo, o gene BAX foi sub-regulado
em baixas concentragdes (Fig. 1). Interessantemente,
trabalhos anteriores demonstraram que
nanoparticulas de quitosana promovem a sub-
regulacdo de BAX prevenindo a apoptose (HAN et
al., 2012). Futuros estudos sdo necessarios para
compreender os mecanismos de sub-regulacdo de
BAX em células expostas a nanomateriais, como as
NFC e sua implicagao na apoptose celular.
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Conclusoes

Os resultados de PCR em tempo-real
demonstraram que em altas concentragdes (2000 e
5000 ug mL™") de NFC, os transcritos relacionados a
estresse celular e apoptose foram sobre-regulados
nos fibroblastos. Esses dados sugerem que HSP70.1,
PRDX1, BAX e BCL-2 sdo bons biomarcadores de
resposta de citotoxicidade em células expostas a
nanomaterais.
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