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RESUMO

Nanoparticulas superparamagnéticas de Oxido de ferro (SPIONs) sdo de grande
interesse na nanomedicina, devido & sua capacidade para agir, simultaneamente, como um
agente de contraste em imagem por ressonancia magnética e como um sistema de entrega de
farmacos especificos, possuindo boa biocompatibilidade. Atualmente, uma das maiores
preocupagdes com a utilizagcdo de SPIONs permanece em torno da sua toxicidade e, por esta
razdo, é importante estabelecer um limite de seguranca para sua utilizacdo. Neste estudo,
SPIONSs revestidas com dextran-aminado (CLIO-NH,) foram sintetizados pelo método de co-
precipitacdo e caracterizadas por microscopia eletrénica de transmissdo (MET) e dinamica de
espalhamento de luz. A anélise da composicdo elementar da solucdo no final da sintese foi
também realizada. O tamanho do nicleo de magnetite foi de 55 + 1,4 nm, com uma
concentragdo de 10 mg Fe-NPs/ml. Foram avaliados o efeito de diferentes doses de CLIO-
NH, (20, 50, 100, 140 e 200 mg/kg), apos a exposicdo de CLIO-NH, (em uma, 16, 24 e 48 h),
sobre a atividade de AChE e sobre a expressdo de ache em cérebro de peixe-zebra. Nas
concentracdes testadas, apenas os animais expostos a 200 mg/kg, testados 24 h apoés a
administracdo das nanoparticulas, demonstraram diminuicdo da atividade da AChE. Quarenta
e oito horas apds exposicdo a CLIO-NH, os valores voltaram aos niveis controle, indicando
um efeito toxico transitorio. Os resultados de RT-gPCR sugerem que a inibicdo da AChE no
cérebro ndo esta diretamente relacionada com o controle da transcricdo e que esta relacionada
com a modulacdo de eventos pds-transcricionais. Uma vez que a ACh € reconhecida por
desempenhar um papel importante na regulacdo do controle locomotor, foram avaliados
pardmetros da atividade da natagdo do peixe-zebra. CLIO-NH,, a 200 mg/kg, apds 24 h de
tratamento, também prejudicou todos os parametros testados de comportamento de nado,
ocorrendo diminuicdo da distancia percorrida, velocidade, nimero de cruzamentos de linha e

angulo de virada. Ainda foi analisado o acimulo de ferro no cérebro de peixe-zebra, por ICP-



MS, onde um nivel significativamente maior de ferro férrico foi encontrado nos cérebros de
peixe-zebra expostos a CLIO-NH, nas mesmas condicdes experimentais (200 mg/kg e 24 h de
exposicdo). Concluindo, os resultados apresentados fornecem evidéncias de que doses
elevadas de nanoparticulas de Oxido de ferro, revestidas com dextran-aminado, podem
produzir neurotoxicidade transitdria, coincidente com niveis cerebrais elevados de ferro, bem
como as alteracGes comportamentais.

Palavras chave

Nanoparticulas; SPIONs; CLIO-NH,. AChE; Neurotoxicidade; Zebrafish.



ABSTRACT

Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) are of great interest in
nanomedicine due to their capability to act simultaneously as a contrast agent in magnetic
resonance imaging and as a targeted drug delivery system with good biocompatibility. At
present, one of the biggest concerns about the use of SPIONs remains around its toxicity. For
this reason, it is important to establish the safe upper limit for each use. In the present study,
SPION coated with cross-linked and aminated dextran (CL1IO-NH;) were synthesized by the
co-precipitation method and characterized by transmission electron microscopy (TEM) and
light scattering dynamics. The analysis of the elementary composition of the solution at the
end of the synthesis was also performed. The magnetite core size was 5.5 + 1.4 nm, on a
concentration of 10 mg Fe-NPs/ml. We have evaluated the effects of different CLIO-NH,
doses (20, 50, 100, 140 and 200 mg/kg) as a function of time after exposure (one, 16, 24 and
48 hours) on AChE activity and ache expression in zebrafish brain. At tested concentrations,
only the animals exposed to 200 mg/kg, and assessed 24 h after administration of the
nanoparticles, have shown decreased AChE activity. These values returned to control levels
after 48 h of exposition, indicating a transitory toxical effect. The RT-qPCR results suggested
that inhibition of brain AChE is not directly related with the transcriptional control, and it was
probably due to post-transcriptional events. Once ACh is recognized to play an important role
in the regulation of locomotor control, we further evaluated parameters of zebrafish
swimming activity. CLIO-NH, at 200mg/kg, evaluated after 24 h, also impaired all the tested
parameters of zebrafish swimming activity, i.e. decreased traveled distance, mean speed,
number of line crossings, and turn angle. We further investigated the iron accumulation in
zebrafish brain by ICP-MS, and a significant higher level of ferric iron was found in zebrafish

brains exposed to CLIO-NH,. In summary, the results presented herein provide further



experimental evidence that exposure to high doses of dextran-coated iron oxide nanoparticles

can be transiently neurotoxic.
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1 INTRODUCAO
1.1 ZEBRAFISH

O zebrafish (Danio rerio) é um pequeno teledsteo (3-5 cm) tropical de agua doce,
muito conhecido como peixe ornamental (Figura 1). O primeiro cientista a estudar esta
espécie foi George Streisinger, que aplicou as técnicas de analise mutacional para estudar o
desenvolvimento embrionério deste modelo. As caracteristicas encontradas pelo pesquisador,
no final dos anos 60, que conferem vantagem ao zebrafish como animal modelo, continuam
como pré-requisitos até hoje. Sdo elas: alta taxa de reproducdo em laboratério, fecundacéao
externa com gametas que podem ser colhidos separadamente e embrides translicidos,
tornando viavel a observacdo de todo o processo de desenvolvimento do animal pelo cientista
(Grunwald & Eisen, 2002). Além destas, o zebrafish possui outras caracteristicas que
corroboram sua utilizacdo como animal modelo: pequeno tamanho, o que torna facil de
manter um grande grupo em um espaco relativamente pequeno; rapido desenvolvimento (em
aproximadamente cinco dias as larvas ja conseguem nadar e auto alimentar-se); geram grande
nimero de descendentes, quando mantidos sobre condi¢bes de fotoperiodo e alimentacao
apropriados; comportamento inato e relacionado a exposicao de drogas pode ser facilmente
identificado e quantificado em um ambiente isolado, além de possuir alto grau de similaridade
de genes com camundongos e humanos (Lele & Krone, 1996; Barbazuk et al., 2000;
Westerfield, 2000; Guo et al., 2004; Lieschke & Currie, 2007).

Nos ultimos anos, estudos com zebrafish descreveram centenas de mutacdes que
perturbam processos basicos de desenvolvimento, incluindo aquelas que alteram a forma do
embrido, a formacdo das camadas germinativas, a organizacdo de regides distintas do cérebro
e arquitetura vascular e o estabelecimento definitivo de circuitos neurais. Estes resultados
abriram portas para novos campos de estudos com zebrafish e, atualmente, ele € utilizado em

diversas areas da ciéncia, incluindo: genética e gendmica, biologia do desenvolvimento,
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neurobiologia, teratologia, comportamento e toxicologia (Lele & Krone, 1996; Vascotto et al.,

1997; Grunwald & Eisen, 2002; Gerlai, 2003; Norton & Bally-Cuif, 2010; Rico et al., 2011).

Figura 1 Zebrafish (Danio rerio). Retirado do banco de dados ZFIN (http://zfin.org).

A partir dos anos 2000, o interesse por essa espécie aumentou, fato que pode ser
observado pelo crescente nimero de publicacfes ao longo do tempo utilizando zebrafish
como modelo de estudo (Sprague, 2001; Hill et al., 2005). Dentro destes estudos se destacam:
0 sequenciamento do genoma total feito pelo Instituto Sanger, o sequenciamento do genoma
mitocondrial, feito por Broughton e colaboradores, a documentacdo de um manual de
manutencdo e controle das condi¢es em laboratorio feito por Westerfield e uma revisdo
acerca de sua ecologia e comportamento feito por Spence e colaboradores (Broughton et al.,
2001; Stern & Zon, 2003; Spence et al, 2008; Woods et al., 2000). Todas as informacdes
genéticas, de comportamento e desenvolvimento desse animal foram compiladas em um
banco de dados online chamado “The Zebrafish Information Network” (ZFIN), onde também
se encontram publicacfes e recursos que auxiliam o estudo deste modelo (Sprague et al.,
2008).

Dados provenientes de pesquisas com zebrafish podem servir como um complemento
para o projeto do genoma humano, tendo em vista que varios genes de funcdo conhecida em
zebrafish possuem analogos em humanos (Dooley & Zon, 2000). Genes relacionados ao
cancer (oncogenes) (Amatruda et al., 2002; Stern & Zon, 2003), genes de destino celular (Hox

clusters) (Amores et al.,, 1998) e genes relacionados a enfermidades cardiovasculares,
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hematopoiéticas e renais (Dood et al., 2000; Dooley et al., 2000) ja foram identificados neste
modelo. Além disso, estes estudos mostraram que neoplasias e fenoOtipos mutantes em
zebrafish possuem semelhancas histoldgicas e genéticas a doencas humanas.

Zebrafish possui dois pares de cromossomos a mais do que os 23 pares de
cromossomos humanos. Isso ocorre porgue em algum momento da evolucdo dos teledsteos
ocorreu um evento de duplicacdo total do genoma (Hill et al., 2005). A importancia dessa
descoberta € que, enquanto uma mutacdo em um mamifero pode causar letalidade para o
embrido, a mesma mutacdo em um gene ortologo de zebrafish pode mostrar menor severidade
no fendtipo com o embrido ainda viavel, permitindo a analise do gene em zebrafish que seria
dificil de realizar em mamiferos, devido a associacdo deste gene com alta mortalidade
(Postlethwait & Westerfield, 1998; Barbazuk et al., 2000; Hill et al., 2005).

Atualmente, o zebrafish é considerado o principal modelo experimental para o estudo
de desenvolvimento de vertebrados devido a sua caracteristica de ovos transltcidos e rapido
desenvolvimento (Anderson & Inghan, 2003). Gracas a esse fato, as caracteristicas de sua
embriogénese sdo bem conhecidas, assim como o destino celular durante seu
desenvolvimento (Kimmel & Warga, 1988; Kimmel, 1989; Warga & Kimmel, 1990; Kimmel
et al.,1995; Lele & Krone, 1996).

Devido ao seu pequeno tamanho e a capacidade de absorver rapidamente compostos
que sdo adicionados na dgua e acumula-los em diferentes tecidos (principalmente no sistema
nervoso central), o zebrafish tornou-se alvo de diversas pesquisas farmacolégicas e
toxicoldgicas (Lele & Krone, 1996; Airhart et al., 2007; Parng et al., 2007; Rico et al., 2011).
Ja existem relatos da exposicdo deste a pesticidas carbanatos e organofosforados (Senger et
al., 2005), a 2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCDD) (Dong et al., 2002; Hill et
al.,2003), ao metanol (Rico et al., 2006), ao etanol (Rico et al., 2007; Rico et al., 2008) e a

metais pesados (Senger et al., 2006a; Rosemberg et al., 2007; Richetti et al., 2011).
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O zebrafish, portanto, tem sido utilizado em testes toxicolégicos de compostos e
pequenas moléculas, como ponto de partida para a producdo de novas drogas, sendo
considerado um modelo para anélise de transciptoma, proteoma e metaboloma (Parng et al.,
2002; Santos et al., 2010; Sukardi et al., 2010).

O aumento no conhecimento sobre sistemas neurotransmissores em zebrafish e o
esclarecimento sobre o0s seus aspectos farmacoldgicos e toxicoldgicos permitiram sua
utilizacdo em estudos de toxicidade (Rico et al.,, 2011). Diferentes sistemas de
neurotransmissao ja foram identificados nesta espécie tais como: glutamatérgico (Edwards
and Michel, 2002; Tabor and Friedrich, 2008), colinérgico (Behra et al., 2002; Clemente et
al., 2004; Arenzana et al., 2005; Senger et al., 2006b; Edwards et al., 2007), dopaminérgico
(Boehmler et al., 2004; Ryu et al., 2006; Russek-Blum et al., 2008), serotoninérgico (Rink &
Guo, 2004; Lillesaar et al., 2007; Norton et al. 2008), histaminérgico (Kaslin & Panula,
2001), gabaérgico (Kim et al., 2004; Delgado & Schmachtenberg, 2008) e purinérgico (Rico
et al., 2003; Senger et al., 2004; Low et al., 2008).

Estudos comportamentais utilizando zebrafish tém aumentado nesses ultimos anos. A
genética molecular, em conjunto com analise de comportamento, tém identificado
mecanismos relacionados a neuropatogénese e aos genes envolvidos na formacéo de circuitos
neuronais e na execucdo de comportamento. A andlise destes genes tem o potencial de
fornecer importantes conhecimentos sobre a relagdo destes com circuitos neuronais e
comportamentos em estado normal e patoldgico (Vascotto et al., 1997; Guo et al., 2004). Ja
foram descritos comportamentos de coesdo de grupo (Miller & Gerlay, 2007), agressividade
(Gerlay, 2003), aprendizado, memoria e mecanismo de recompensa (Colwill et a., 2005;
Norton & Balley-cuif, 2010), alem de preferéncia por ambientes claros e escuros (Serra et al.,
1999). Para avaliar as mudangcas comportamentais deste teledsteo, um grande numero de

estudos esta sendo desenvolvido (Gerlai et al., 2000; Guo, 2004; Blaser & Gerlay, 2006;
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Emran et al., 2008; Spence et al., 2008). Tendo em vista que a analise de comportamento ja
foi utilizada para avaliar o efeito de pesticidas, drogas e xenobidticos em zebrafish (Levin &
Swain, 2004; Levin & Chen, 2004; Swain et al., 2004), testes semelhantes devem ser
incluidos em estudos que busquem elucidar o efeito de compostos e moléculas no cérebro
deste modelo.

1.2 SISTEMA COLINERGICO

Os neurdnios colinérgicos inervam a musculatura voluntéaria do sistema somaético e
também s@o encontrados no Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso Periférico
(SNP) (Soreq & Seidman, 2001). No zebrafish, a identificacdo de neurdnios colinérgicos no
SNC foi reportada utilizando anticorpos contra Colina-acetil Transferase (ChAT) (Clemente
et al., 2004; Kaslin et al., 2004; Mueler et al., 2004) apresentando imunoreatividade positiva
no telencéfalo ventral (Muller et al., 2004; Kaslin et al., 2004) e no mesencéfalo (teto dptico e
tegmentum) (Clemente et al., 2004; Kaslin et al., 2004; Muller et al., 2004), além do
dienceéfalo, retina, bulbo olfatorio, epitalamo, regido istmica e cerebelo (Clemente et al., 2004;
Rico et al., 2011). Em contrapartida, foi relatada a auséncia de células colinérgicas no tdlamo
dorsal e ndcleo reticular romboencéfalico, indicando uma possivel divergéncia evolutiva no
sistema colinérgico entre espécies da familia Cyprinidae (Clemente et al., 2005).

A acetilcolina (ACh) é uma molécula sinalizadora que induz diversas a¢@es na juncao
neuromuscular e no SNC (Panula et al., 2010). Foi descoberta por Henry Dale em 1914 e
posteriormente classificada como neurotransmissor por Otto Loewi em 1930. A partir dessa
época, a ACh tém sido associada a funcdes cognitivas, processamento de funcbes sensoriais,
organizacdo cortical de movimento e controle do fluxo sanguineo cerebral (Scremim et al.,
1997). Possui também funcdo neuromoduladora, pois os niveis desta podem regular a

concentracdo de outros neurotransmissores no cérebro (Cooper, 2005). A ACh, seus
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receptores e 0 aparato enzimatico responsavel pela sua sintese e degradacdo compde o sistema
de sinalizacdo colinérgica (Ventura et al., 2010).
1.2.1 Sintese, armazenamento e liberacdo de Ach

A biossintese e armazenamento de ACh pode ser dividida em trés processos que
permitem a recuperagdo do neutrotransmissor hidrolisado de volta ao terminal nervoso:
conversdo por acetilagdo, neurotransmissor ativo e, finalmente, armazenamento em vesiculas

para subsequente liberagdo na sinapse nervosa (Figura 2) (Siegel et al., 2006).

ChAT

Choline
l AcCoA
ﬂ» Choline + Ac

Figura 2 Processo de sintese, degradacéo e transporte em um terminal pré-sinaptico colinérgico.
Retirado de Siegel et al., 2006.

A sintese de ACh ocorre a partir da Acetil coenzima A (Acetil CoA), um produto da
respiracdo celular mitocondrial, e colina em uma reacdo catalisada pela enzima ChAT
(Kapczinski et al., 2000). A glicerofosforilcolina, fosforilcolina e fosfatidilcolina geram a
colina que sera utilizada como substrato na sintese de ACh. A colina também pode ser obtida
a partir da reciclagem da ACh que € hidrolisada pela acetilcolinesterase (AChE) na fenda
sinaptica. A etapa final da sintese ocorre no citoplasma e depois a ACh formada sera
armazenada em vesiculas. Este processo é realizado pelo transportador vesicular de ACh
(VACHT), capaz de elevar em até 100 vezes sua concentragdo no interior da vesicula (Ventura

etal., 2010).
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Através de estimulacdo nervosa, despolarizacio e consequente entrada de calcio (Ca*?)
na célula, as vesiculas contendo ACh fusionam com a membrana e liberam seus conteudos.
Apbs sua liberacdo, a ACh interage com receptores colinérgicos muscarinicos e nicotinicos
presentes nas membranas pré- e pos-sindpticas, causando despolarizacdo e propagando o
potencial de acdo (Ventura et al., 2010, Burgen, 1995; Oda, 1999). A acdo excitatoria ou
inibitéria da ACh, nesse momento, dependera de qual via nervosa sera estimulada (Bradford,
1986).

A atividade do neurotransmissor cessa quando a ACh é enzimaticamente hidrolisada
pela AChE em acetato e colina. Ao ser liberada a colina € transportada para dentro da
terminacdo nervosa por um transportador de colina (ChT) onde reagird com acetil CoA para a
sintese de mais acetilcolina, completando o ciclo (Siegel et al., 2006).

1.2.2 Receptores

Antes da descoberta das estruturas moleculares, os receptores do sistema nervoso
colinérgico foram classificados de acordo com sua afinidade a nicotina ou muscarina (Siegel
et al., 2006) sendo divididos, respectivamente, em receptores nicotinicos e receptores
muscarinicos. Receptores nicotinicos (NAChR) séo ionotrépicos e reconhecem a acetilcolina e
a nicotina, substancia causadora de dependéncia. Estao ligados a canais idnicos e sua ativacao
causa uma rapida resposta celular através do aumento das concentracdes de sodio (Na*?) e de
célcio (Ca*®). Foram os primeiros receptores para neurotransmissores caracterizados, quando
no inicio dos anos 1960 ficou estabelecido que a-toxinas de cobras (como a a-bungarotoxina)
tinham a capacidade de inativar receptores no musculo esquelético. Esta descoberta levou
diretamente a identificacdo e ao subsequente isolamento dos receptores nicotinicos de ACh
(Karlin, 2002; Siegel et al., 2006).

Os nAChR séo pentdmeros de massa molecular de ~280kDa. Estudos estruturais

mostraram que estes receptores, no cérebro, possuem varias subunidades o2-10 e B2-4
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arranjadas estruturalmente ao redor de uma cavidade central, com a por¢do maior da proteina
exposta para o meio extracelular (Figura 3). Essa conformacéo permite a passagem de cations
quando ha a ligacdo da ACh ou nicotina a subunidade a (Jones et al., 1999; Paterson &
Nordberg, 2000; Millar & Gotti, 2009).

Os receptores nicotinicos estdo localizados no SNC, na medula adrenal, nos ganglios
autondmicos e na juncdo neuromuscular (Sarter and Parikh, 2005) e estdo relacionados a
diversos processos, como aprendizado e memoria, desenvolvimento neuronal e sistema de

recompensa (Jones et al., 1999; Siegel et al., 2006; Ventura et al., 2010).

Figura 3 Estrutura do receptor nicotinico. Pode-se perceber as cindo subunidades arranjadas ao redor de
uma cavidade central permitindo a passagem de cétions. Retirado de Ventura et al., 2010.

Os receptores muscarinicos sdo metabotropicos e produzem uma resposta mais lenta,
gracas a sua interacdo com proteinas G, podendo se ligar a acetilcolina ou a muscarina, um
alcaloide presente em certos cogumelos venenosos. Estes receptores sdo encontrados em
ganglios do SNP e nos 6rgédos efetuadores autonémicos, como o coragdo, 0 musculo liso, o
cérebro e glandulas exdcrinas (Sarter and Parikh, 2005). Sua estimulacdo conduzird a uma
despolarizacdo ou hiperpolarizagdo da membrana, sendo capaz de inibir a adenilato ciclase,
ativar a enzima fosfolipase C e regular canais i6nicos (Cooper et al., 2003; Siegel et al.,

2006).
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Pelo menos cinco receptores muscarinicos distintos foram clonados e sequenciados:
M1, M2, M3, M4 e M5 (Figura 4). Os receptores M1, M3 e M5 séo ligados a uma proteina
Gg/11, ativam a enzima fosfolipase C, aumentando as concentracdes intracelulares de inositol
trifosfato (IP3), induzindo a liberacdo de célcio intracelular e diacilglicerol (DAG). Os
receptores M2 e M4 ativam proteinas Gi e GO, levando a inibicdo da adenilato ciclase e a
ativacio de canais de potassio (K") (Caulfield and Birdsall, 1998; Uchiyama and Chess-
Williams, 2004; Kapzinski et al., 2000).

No SNC, tais receptores estdo envolvidos em fungdes cognitivas, como memoria,
aprendizado e atencdo, em respostas emocionais, na modulacdo do estresse, no sono e na
vigilia (Baghdoyan et al., 1994; Imeri et al., 1994; Caulfield & Birdsall, 1998; Abrams et al.,
2006; Ventura et al., 2010). Existem evidéncias de que esses receptores estejam também
relacionados ao controle motor vascular e a regulacdo da temperatura (Caulfield & Birdsall,

1998).

M1 ASVMNLLLISFDRYFSEV

M2 ASVMHLLIISFDRYFCV

M3 | ASVMNLLVISFDRYFSI

M4 | ASVMNLLIISFDRYFCV |
Ms | zsworivisepayrst

Figura 4 Receptor colinérgico muscarinico detalhando os sete dominios transmembrana e a alga de
ligacdo a proteina G. Em detalhe, parte da sequéncia de aminoécidos dessa alga revelando a homologia entre as
classes de receptores. Retirado de Ventura et al., 2010.

1.2.3 Acetilcolinesterase (AChE)
As colinesterases sd@o enzimas que desempenham papel muito importante na
neurotransmissao colinérgica, visto que regulam a quantidade de neurotransmissores na fenda

sinaptica. Existem dois tipos de colinesterases (Ventura et al., 2010):
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a) enzimas com alta afinidade pela ACh ligadas a membrana neuronal, também
chamadas de acetilcolinesterases (AChE), e presentes em todas as sinapses
colinérgicas;

b) enzimas com alta afinidade pela butirilcolina, chamadas de butiril-acetil-
colinesterases (BuchE) ou pseudocolinesterases, presentes em todos o0s
tecidos.

Essa especificidade é explicada pela diferenca na sequéncia das enzimas, que resulta
em diferentes tamanhos dos seus sitios cataliticos (Delfino et al., 2009). Ambas sdo
encontradas em ceélulas gliais e SNC; entretanto, a funcdo fisiolégica de BUChE néo é
totalmente compreendida. Existem relatos da participacdo de BuChE durante o
desenvolvimento sistema nervoso, mas a existéncia de mutacbes em humanos impedindo sua
expressao demonstra que esta ndo € essencial para o funcionamento do cérebro (Zinger et al.,
2003). Recentemente, tem sido sugerido que esta colinesterase atua como um reservatorio
enzimatico que, em certas condigdes, serviria para regular os niveis de neurotransmissores na
sinapse colinérgica (Delfino et al., 2009). Além de agir, também, como um mecanismo
molecular contra anti-AChEs, pois, ao se ligar a estas toxinas, a BUChE impede que a AChE
seja destruida (Li et al., 2000; Soreq & Seidman, 2001).

A neurotransmissdo mediada pela ACh é um processo vital para a sobrevivéncia: sua
interrupcdo € letal e sua reducdo gradual é associada a deterioracdo das fungdes cognitivas e
neurais, como na doenca de Alzeimer, por exemplo (Cummings & Back, 1998). A AChE atua
neste sistema, hidrolisando a ACh, terminando sua ligacdo idnica com o receptor colinérgico e
interrompendo a propagacgédo do impulso nervoso (Ventura et al., 2010). No entanto, a AChE
ndo pode ser considerada apenas uma enzima do sistema colinérgico, pois parece estar

envolvida em outros processos biologicos, tais como: neuritogénese, adesdo celular e
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diferenciacdo e montagem de fibras de amildide (Soreq & Seidman, 2001; Delfino, et al.,
2009).

AChE é uma enzima polimorfica, constituida de subunidades cataliticas globulares.
Estas subunidades se agrupam em estruturas oligoméricas que podem ser divididas em duas
classes: formas globulares e formas assimétricas. As formas globulares estdo presentes,
principalmente, no SNC e sdo formadas por monémeros, dimeros ou tetrameros; nos dois
ultimos casos, as unidades monoméricas sdo ligadas entre si por pontes dissulfeto e cada uma
possui seu sitio ativo. As formas assimétricas, por sua vez, sao constituidas de trés
subdominios estruturais (a subunidade catalitica, a subunidade colagena e a ndo colagena) e
encontradas no SNP e nas jun¢des neuro-musculares (Rakonczay et al., 2005). Essas formas
polimorficas de AChE sdo encontradas em diversos grupos animais, onde se percebe uma
semelhanca na atividade das subunidades cataliticas nas formas globular e assimétrica, apesar
das suas diferencas estruturais (Quinn, 1987; Delfino et al., 2009).

A AChE é a enzima de maior eficiéncia catalitica conhecida na atualidade, sendo que
seus residuos de serina, histidina e glutamato possuem papel fundamental para a atividade
catalitica (Suusman et al., 1991). Ela controla a transmissdo de impulsos nervosos através da
sinapse colinérgica pela hidrdlise do neurotransmissor ACh em acetato e colina (Quinn, 1987;
Milatovic & Dettbarn, 1996). A AChE pode ser utilizada como um marcador da fungéo
colinérgica, uma vez que mudancas na atividade desta enzima podem indicar alteracdes na
disponibilidade de ACh e do nivel de seus receptores (Fernandes & Hodges-Savola, 1992).
Seu gene foi clonado e sequenciado em zebrafish, revelando que apenas um gene é
responsavel por sua codificacao, a qual apresentou aproximadamente 80% de similaridade ao
de humanos (Bertrand et al., 2001). Estudos feitos sobre o desenvolvimento do sistema
colinérgico em cérebro e retina de zebrafish revelaram a presenca de ACh e ChAT desde os

primeiros estagios de desenvolvimento (Arenzana et al., 2005), além de apontar a necessidade



26

deste neurotransmissor para o desenvolvimento neuronal e muscular (Behra et al., 2002). Ja
foi comprovada, também, a presenca das subunidades de receptores muscarinicos e
nicotinicos nesta espécie (Zirger et al., 2003).

O zebrafish apresenta uma situacdo Unica entre os vertebrados, pois a BuChE,
responsavel pela hidrélise da butirilcolina, ndo esta presente em seu genoma, tornando a
AChE a Unica colinesterase responsavel por regular os niveis de neurotransmissor na sinapse
colinérgica e, portanto, um marcador potencial da atividade colinérgica neste animal
(Bertrand et al., 2001).

Pesquisas utilizando AChE como marcador de toxicidade em zebrafish ja foram
conduzidas com sucesso. Foram observadas alteracGes na enzima quando o animal foi exposto
aos agentes toxicos paration (Roex et al., 2003), metanol (Rico et al., 2006), etanol (Rico et
al., 2007), metais pesados (Richetti et al., 2011), ferro (Sant’ anna et al., 2011), microcistina
(Kirst et al., 2012) e endosulfan (Pereira et al., 2012), indicando sua potencialidade como alvo
para anélise de toxicidade.

1.3 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO

Particulas em escala nanomérica, mais conhecidas como nanoparticulas (NPs), tém
despertado grande interesse devido as suas propriedades fisico-quimicas unicas e seu
potencial em aplicac6es tecnoldgicas, industriais, ambientais, bioldgicas e médicas (Leising et
al., 1991; Diegues et al., 2006). Essas particulas sdo definidas como agregados de atomos
formadores de particulas de 1 a 100 nm. Atualmente, estdo presentes em cosméticos (Perugini
et al., 2002), sistemas de entrega de drogas (drug delivery) (Jin et al., 2007), terapia génica
(Czupryna & Tsourkas, 2006) e biosensores (Prow et al., 2006); no entanto, pouco se sabe
sobre sua biodistribuigdo e bioatividade (Asharani et al., 2008). Nanoparticulas, de um modo
geral, tém sido constantemente estudadas, mas um consideravel destaque € dado as

nanoparticulas magnéticas (MNPs), pois podem ser manipuladas utilizando um campo
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magnético e podem apresentar superparamagnetismo, além de possuirem biocompatibilidade,
injetabilidade e alta taxa de acumulacdo no tecido alvo (Ito et al., 2005). Freeman e
colaboradores foram os primeiros a introduzirem o conceito de magnetismo no campo
médico, em 1960 (Freeman et al., 1960) e, a partir desse momento, estudos tém sido
realizados procurando novos vetores que utilizem a magnetizacdo a favor da medicina. As
nanoparticulas magnéticas (MNPSs) consistem, normalmente, de componentes magnéticos, tais
como ferro, cobalto ou niquel, que quando sintetizadas em tamanho inferior a 30 nm
apresentam magnetizacdo apenas na presenca de um campo magnético externo (propriedade
de superparamagnetizacdo). A propriedade de superparamagnetismo esta diretamente ligada
ao tamanho das particulas (apenas aquelas menores de 30 nm sdo superparamagnéticas).
Sendo assim, o controle do tamanho das MNPs durante sua sintese & extremamente
importante para manter sua potencialidade para aplicacdes tecnoldgicas (Safarik et al., 1995).
As MNPs podem ser utilizadas em tratamentos anticancer por hipertermia (Brigger et al.,
2002; Gupta & Gupta, 2005; Ito et al., 2006; Li et al., 2010) e radioterapia (Schutt et al.,
1999), realce de contraste em imagens por ressonancia magnética (Morales et al., 2003; Qiang
et al., 2005; Sun et al., 2008; Liu et al., 2010), separacdo magnética de células e proteinas
(Groman et al., 2007; Zhang et al., 2010; Lee et al., 2006) e carregadores de drogas (Drug
delivery) (Namdeo et al., 2008; Sun et al., 2008; Barbincova et al., 2009). Para aplicacbes
biomédicas, é preferivel que as particulas apresentem comportamento superparamagnético,
pois neste estado elas ndo possuem magnetizacdo remanescente quando 0 campo magnético
externo é retirado (Wang et al., 2001). Além disso, devem ficar estaveis em agua a um pH
neutro e salinidade fisiologica.

Nanoparticulas de metal e 6xido de metal sdo MNPs e compreendem um grande
segmento do mercado da nanotecnologia. Nanoparticulas de cobre, por exemplo, tém

propriedades bactericidas (Cioffi et al., 2005) e preparacfes contendo essas particulas sao
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utilizadas em filtros de agua e ar. Nanoparticulas de prata também sdo utilizadas como
bactericidas, na fabricacdo de roupas resistentes a odores, tintas, sensores e catalisadores
(Baker et al., 2005; Tang et al., 2007). Mas séo as nanoparticulas de 6xido de ferro que tém se
destacado, pois, além de serem utilizadas como adjuvante em ressonancia magnética,
separacdo e purificacdo de células e proteinas e auxiliando na terapia anticancer, ha relatos de
serem utilizadas na reparacdo de tecidos e introducdo de acidos nucléicos em células (Hafeli
et al., 1999; Pankhurst et al., 2003).

A aplicacdo de pequenas particulas de éxido de ferro em diagnostico in vitro é
praticada desde a década de 50 (Gilchrist et al., 1957), sendo que nos ultimos dez anos o
nimero de pesquisas com Varios tipos de 6xido de ferro, principalmente magemita Fe,O3 e
magnetita Fe304, com cerca de 50 a 20 nm de diametro, aumentou consideravelmente. Com o
revestimento adequado, essas particulas podem ser dispersas em solventes, formando
suspensdes homogéneas chamadas de ferrofluidos (Babincova et al., 2001; Wang et al., 2001).
Estes sdo suspensdes coloidais que se mantém liquidas em campos magnéticos de alta
intensidade e, como em funcdo da sua composi¢cdo, possuem uma combinacdo Unica de
fluidez e capacidade de interagir com campos magnéticos (Bailey R.L., 1983; Charles &
Popplewell, 1980). Tal suspensdo pode interagir com um campo magnético externo e ser
posicionada em uma &rea especifica, facilitando a ressonancia magnética para fins de
diagndstico médico e terapia de cancer com campo magnético (Bonnemain, 1998).
Nanoparticulas de Fe,O3 possuem maior tolerancia in vivo (Kim et al, 2006; Lacava et al.,
1999), mas os efeitos de grandes concentragdes de nanoestruturas de Fe,O3 na funcdo celular
ainda devem ser elucidadas (Pisanicll et al., 2007).

Uma das principais caracteristicas apresentadas por NPs é sua superficie hidrofobica,
com uma elevada razdo de area de superficie por volume. Devido a interacfes hidrofobicas

entre as particulas, elas tendem a se agrupar e formar grandes aglomerados, resultando em
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maiores particulas. Esses aglomerados, entdo, exibem fortes atracbes magnéticas dipolo-
dipolo e mostram comportamento ferromagnético (Hamley, 2003). Esse fenémeno tem
influéncia ndo apenas no tamanho e forma das particulas, mas também sobre sua estabilidade
quando dispersas em um meio aquoso, podendo precipitar.

Uma vez que a perda da estabilidade coloidal traz sérios prejuizos a maioria das
aplicacdes de MNPs, é indispensavel desenvolver estratégias de protecdo e estabilizacdo
quimica de sua superficie (Junior, 2011). Atualmente, existem estratégias classificadas em

duas categorias: (1) estabilizacéo eletrostatica e (2) estabilizacdo estérica (Figura 5).
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Figura 5 Exemplos dos mecanismos de estabilizagdo da superficie de nanoparticulas magnéticas. (a)
estabilizagdo eletrostatica e (b) estabilizacdo estérica. Retirado de Jdnior, 2011.

No primeiro caso, a estabilizacdo é obtida gracas a repulsdo entre as superficies
eletricamente carregadas das particulas e pode ser controlada através do uso de diferentes
solventes de diferentes polaridades (Kuchibhatla et al., 2005). J& na estabilizacdo estérica, o
contato entre as particulas é fisicamente evitado, gracas ao fato de ambas possuirem um
material espacador (também chamado de agente de revestimento), que pode estar absorvido
fisicamente ou ligado covalentemente a superficie (Schimidt, 2007). Além disso, a camada
formada pelo grupo espacador desempenha outros papéis importantes, influenciando tanto nas
caracteristicas individuais (solubilidade, tamanho e estrutura), quanto na distribuicdo espacial.

Diversas substancias podem ser utilizadas como revestimento, sendo as mais importantes
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denominadas surfactantes, que sdo geralmente constituidos por moléculas organicas (Gupta &
Gupta, 2005).

Substancias de revestimentos polimeéricos sdo as mais utilizadas e podem ser
classificadas em sintéticas ou naturais. Polimeros baseados em polietileno-co-acetato de
vinila, polietilenoglicol (PEG), polivinilpirrolidona (PVP) e alcool polivinil (PVA) séo
exemplos de sistemas poliméricos sintéticos de revestimento. Sistemas naturais de
revestimento incluem gelatinas, dextrano, quitosana, entre outros (Schwick & Heide, 1969; Li
et al., 1997; Massia et al., 2000; Berry et al., 2003). Varios surfactantes, como oleato de sodio
e dodecilamina sdo geralmente utilizados para aumentar a dispersdo em um meio aquoso
(Denizot et al., 1999; Dresco et al., 1999; Zaitsev et al., 1999). A Tabela 1 mostra uma lista de
materiais que podem ser utilizados na estabilizacdo de nanoparticulas metélicas e suas

respectivas vantagens.
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Tabela 1 Materiais utilizados como revestimento de nanoparticulas metalicas para sua estabilizagéo.

Retirado de Gupta & Gupta, 2005.

Moléculas/polimeros

Vantagens

Polietileno glicol

(PEG)

Imobilizacdo ndo covalente de PEG melhora a
biocompatibilidade, a circulacdo sanguinea e eficiéncia na

internalizacdo das nanoparticulas.

Dextrano

Aumenta o tempo de circulagdo sanguinea, estabiliza a

solucéo coloidal.

Polivinilpirrolidona (PVP)

Aumenta o tempo de circulacdo sanguinea, estabiliza a

solucéo coloidal.

Acidos graxos

Estabilidade coloidal.

Alcool polivinilico (PVA)

Impede coagulacéo das particulas.

Acido poliacrilico

Aumenta a estabilidade e biocompatibilidade das particulas e

também ajuda na bioadesao.

Polipeptideos

Ajuda no direcionamento para a célula.

Fosforilcolina

Estabilizar a solugéo coloidal.

Acido polilactico

Biocompativel, baixa citotoxidade.

Poli (N-

isopropilacrilamida) (Poly

Bom para entrega de drodas (drug delivery) termossensivel e

separacao celular.

NIPAAM)

Quitosana Polimero natural biocompativel, hidréfilo, utilizado na
agricultura para tratamento de alimentos, medicamentos,
biotecnologia, téxteis, polimeros, e agua.

Gelatina Polimero biocompativel natural, utilizado como um agente de

gelificagdo, emulsionante hidrofilico.
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A estabilidade coloidal da suspensdo dependera, primeiramente, das dimensfes das
particulas que devem ser suficientemente pequenas a fim de evitar a precipitagio como
consequéncia da forca da gravidade e, em segundo, de carga e natureza quimica da superficie,
cuja estabilidade ocorre gracas ao seu revestimento. As aplicacbes bioldgicas, terapéuticas e
de diagnostico médico requerem, além dessas caracteristicas, MNPs estaveis em sistemas
aquosos com pH neutro. Deve-se ressaltar ainda a importante relacdo entre o tamanho das
particulas e sua circulacdo em organismos Vvivos, sendo que estes necessitam ser compativeis
para evitar processos de embolia capilar (Gupta & Gupta, 2005).

Existem hoje diferentes métodos de sintese de MNP, as quais permitem um maior
controle sobre as mais variadas caracteristicas e propriedades do produto final. Métodos
fisicos como deposicdo de fase e eletrografia por feixe de elétrons sdo procedimentos
elaborados que se mostraram incapazes de controlar o tamanho das nanoparticulas (Rishton et
al., 1997; Gupta & Gupta, 2005). As rotas quimicas para sintese de NPs sdo mais simples e
mais eficientes no controle do tamanho, composicéo e, muitas vezes, na forma da particula
(Gupta & Wells, 2004; Gupta & Gupta, 2005). Dentre esses métodos destacam-se:
Coprecipitacdo (Nedcov et al., 2006; Liu et al., 2008), sistemas miscelares ou microemulséo
(LOpez-Pérez et al., 1997), pirdlise a laser (Veintemillas-Verdaguer et al., 2003) e
decomposicdo/reducdo térmica (Park et al., 2004). Apds a sintese das NP é necessario um
processo de caracterizacdo para confirmar o tamanho médio das particulas, tais como técnica
de espalhamento e difracdo de raio X, espectrometria de massa com ionizacdo a laser,
microscopia eletronica de varredura ou de transmissdo e UV visivel (Gongalves et al., 2009;

Qiuetal., 2009).
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1.3.1 Metabolizagdo e excrecao de NPs

Uma vez internalizado, 0 mecanismo intracelular envolvido na degradacdo de SPIONs
é mediado por lisossomas (Arbab et ai, 2005; Levy et al, 2010), onde, por meio de mudancas
no pH, ocorre a libertagdo de Fe livre para o meio celular através de um transportador de
metais divalentes (DMT-1). O ferro €, entdo, armazenado no corpo com a ajuda de proteinas
de regulacdo do ferro como a ferritina. O transporte de ferro na circulacdo sanguinea é
realizado pela proteina plasmatica transferrina. Esta proteina, sintetizada principalmente no
figado, tem a capacidade de se ligar em até dois 4tomos de ferro no estado oxidado (Fe®"),
carregando o ion para os diversos compartimentos do corpo humano (Hoffbrand et al., 2005).
No caso de excesso de ferro a capacidade da transferrina é excedida e o ferro acaba se
acumulando no sangue sendo, futuramente, excretado. A excrecdo dos SPIONs pode depender
do seu tamanho e do revestimento. A maioria das NPs sdo excretadas por via renal, uma vez
que esta via reduz a criacdo de espécies reativas de oxigénio e sua consequente toxicidade
(Wahajuddin e Arora, 2012). SPIONs revestidos com dextran sdo eliminadas através da urina
e das fezes durante um periodo de sete semanas, como foi relatado por Bourrinet e
colaboradores (2006).

Atualmente uma das maiores preocupacdes quanto a utilizacdo de particulas
inorganicas em biomedicina gira em torno de sua toxicidade. Assim, MNP de ferro, em
especial magnetita (Fes04) e maghemita (Fe,O3) tém sido extensamente estudadas quanto a
suas utilizacdes biomédicas, uma vez que se tratam de compostos com baixa toxicidade se
comparados com metais ou Oxidos de outros metais de transicdo como cobalto, niquel ou
manganés (Tartaj et al., 2003).

Vaérios estudos tém sido realizados para avaliar o efeito bactericida de NPs de 6xidos

de metal (Wei et al., 1994; Sawai et al., 1996; Fako & Furgeson, 2009), bem como os efeitos
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destas em culturas de células in vitro (Braydich-Stolle, 2005; Hussain et al., 2005) e em
pulmdes de ratos (Warheit et al., 2006).

No zebrafish, ja foi estudado o efeito de NPs de Oxido de ferro em embriGes em
suspensdo aquosa (Zhu et al., 2008 ). Resultados que equivalem aos obtidos por Bai e
colaboradores (2010), onde foi relatado um atraso na ecloséo e desenvolvimento do embrido,
malformacdes e diminuicdo do peso larval. Ja foram relatadas altas taxas de toxicidade de
nanoparticulas de cobre (Griffit et al.,2009; Karlsson et al., 2009) e prata (Grifitt et al., 2009;
Asharani et al., 2008). Powers e colaboradores (2011) observaram além de toxicidade,
mudancas comportamentais relacionadas a exposicdo a nanoparticulas de prata. Em contraste,
Warheit e co-autores (2006) relataram que NPs de TiO, ndo se mostraram mais toxicas em
compara¢do com particulas maiores e que a toxidade das particulas de quartzo ndo é
dependente do tamanho da particula, mas sim da reatividade da superficie (Warheit et al.,
2007). Estudos recentes in vitro ttm mostrado que ndo existe diferenca entre micro e
nanoparticulas (Park et al., 2007) e que particulas de éxido de metal de tamanho nano e micro
possuem baixa poténcia para induzir citocinas pro-inflamatérias (Veranth et al., 2007). Raju e
colaboradores (2011) observaram uma diferenca na precipitacdo de ferro em tecido ocular de
rato, quando comparadas particulas nano e micro, sendo que as particulas em nanoescala
mostraram menor taxa de precipitacdo de ferro e nenhuma toxicidade.

A diferenga nos resultados encontrados em estudos envolvendo ratos e zebrafish pode
ser explicado pelo fato de haverem poucas pesquisas que utilizem Danio rerio na fase adulta.
Além disso, pesquisas que utilizam zebrafish e nanoparticulas, normalmente utilizam
protocolos de dispersdo de NPs no ambiente aquéatico. Esse fato reforca a necessidade de
estudos com este animal.

Foi comprovado que NPs tém a capacidade de ultrapassar a barreira hemato-encefélica

e se acumularem no cérebro (Kim et al., 2005), indicando a necessidade da realizagdo de
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estudos para avaliar os possiveis efeitos tdxicos no cérebro causados pela exposicdo as as
MNPs. Levando em consideracédo as observagdes de Sant’ Anna e colaboradores (2011) de que
a exposicdo ao ferro em zebrafish modificou a atividade da acetilcolinesterase e que células
neurais sdo especialmente suscetiveis a toxicidade por ferro (Crichton et al., 2002), estudos
abordando os aspectos neurotoxicos de nanoparticulas de o6xido de ferro trardo importantes

observacdes a esse crescente campo de nanobiotecnologia.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste projeto foi avaliar os efeitos causados pela exposicdo de
nanoparticulas de oxido de ferro dextran-aminadas (CLIO-NH;) em cérebro de zebrafish
(Danio rerio) adulto. Este objetivo foi construido fundamentado nos seguintes predispostos:
(1) zebrafish € um modelo experimental consolidado nas areas de neurobiologia, toxicologia e
biologia molecular; (2) o sistema colinérgico € considerado modelo para neurotoxicologia; (3)
importantes enzimas e receptores deste sistema de neurotransmisséo ja foram descritas nesta
espécie e apresentam grande similaridade com as presentes em seres humanos e (4) o
crescente interesse na utilizacdo de nanoparticulas de ferro em diferentes &reas da
biomedicina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito in vivo da exposi¢cdo aguda de CLIO-NH; (10mg/ml) sobre a
atividade da acetilcolinesterase em cérebro de zebrafish, nos periodos de 1, 16,
24 e 48 h;

e Avaliar o padrdo de expressdo do gene que codifica AChE em cérebro de
zebrafish apds tratamento com CLIO-NHy;

e Avaliar as alteracbes comportamentais de locomocdo em zebrafish apds
tratamento com CLIO-NHs.

e Avaliar a quantidade de fon ferro (Fe™®) em cérebro de zebrafish, apds

tratamento com CLIO-NH,.
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3 LOCAL DE EXECUCAO

Os experimentos de ensaios Bioguimicos e Moleculares do estudo foram realizados
na Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, Faculdade de Biociéncias,
Departamento de Biologia Celular e Molecular, no Laboratorio de Biologia Genémica e
Molecular, e no Laboratorio de Neuroquimica e Psicofarmacologia. A analise dos niveis de
Fe*" foi realizada no Instituto de Toxicologia e Farmacologia.

O vivério dos animais esta localizado na mesma universidade, no Museu de Ciéncias
e Tecnologia, Prédio 40, na Sala de Animais Aquaticos.

A sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de 6xido de ferro dextran-aminadas
foram realizadas no Laboratorio de Sintese de Materiais Nanoestruturados, Faculdade de

Biociéncias, também na PUCRS.
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“Transient modulation of brain AChE activity as a response to the effects caused
by exposure to dextran-coated iron oxide nanoparticles in adult zebrafish.”*

*Manuscrito submetido na revista Neurotoxicology.
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Abstract

Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) are of great interest in
nanomedicine due to their capability to act simultaneously as a contrast agent in magnetic
resonance imaging and as a targeted drug delivery system with good biocompatibility. At
present, one of the biggest concerns about the use of SPIONs remains around its toxicity and
for this reason, it is important to establish the safe upper limit for each use. In the present
study, SPION coated with cross linked and aminated dextran (CLIO-NH,) were synthesized
by the co-precipitation method. The magnetite core size was 5.5 = 1.4 nm, on a concentration
of 10 mg Fe-NPs/ml. The number-averaged diameter measured with Nano-Zs Zetasizer was
23+£8 nm and the transversal to longitudinal relaxivity ratio R2/R1 was between 13 and 24 in
the various batches produced. We have evaluated the effect of different CLIO-NH; doses (20,
50, 100, 140 and 200 mg/kg) as a function of time after exposure (one, 16, 24 and 48 hours)
on AChE activity and ache expression in zebrafish brain. In the concentrations tested, only
the animals exposed to 200 mg/kg and tested 24 h after administration of the nanoparticles
have shown decreased AChE activity. The RT-gPCR results suggested that the inhibition of
brain AChE is not directly related with the transcriptional control and it was probably due to a
post-transcriptional event. Once ACh is recognized to play an important role in the regulation
of locomotor control, we further evaluated parameters of zebrafish swimming activity. CLIO-
NH, at 200mg/Kg evaluated after 24 h also impaired all the tested parameters of zebrafish
swimming activity, i.e. decreased traveled distance, mean speed, number of line crossings,
and turn angle. We further investigate the iron accumulation in zebrafish brain by ICP-MS
and a significant higher level of ferric iron was found in zebrafish brains exposed to CLIO-
NH,. In summary, the results presented herein provide further experimental evidence that
high doses of exposure to dextran-coated iron oxide nanoparticles can be transiently

neurotoxic.
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Introduction

Magnetic nanoscale particles or nanoparticles (MNPs) have attracted great interest in
recent years due to their unique physical and chemical properties and their potential
applications in various biomedical fields (Leising et al., 1991; Wang et al., 2001). They
consist of small domains (usually smaller than 100 nm), containing magnetic atoms such as
iron, cobalt or nickel that can be easily manipulated or enhance visualization of the bodies
they reside, using an external magnetic field (Wang et al., 2001). Among the various magnetic
particles, superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) are of particular interest.
SPIONs have a core of up to 30nm in diameter, usually wrapped in organic coatings.
Superparamagnetism provides a strong magnetic response when the particles are exposed to
an external magnetic field, but no residual magnetization when the field is removed, and
consequently, agglomeration of the particles is less likely to occur. In addition, these particles
present biocompatibility, injectability, and may have a high rate of accumulation in the target
tissue if adequate ligands are attached to their surfaces (Ito et al., 2005). Iron oxide
nanoparticles have found a great number of biomedical applications, especially as contrast
agents in magnetic resonance imaging (Pouliquen et al, 1991; Morales et al. 2003; Qiang et al.
2005; Peng et al., 2008; Meng et al., 2009), but also in magnetic separation of cells and
proteins (Groman et al. 2007), in drug (Lubbe et al, 1996; Babes et al., 1999; Rudge et al.,
2001; Namdeo et al., 2008, Sun et al., 2008; Babincova et al., 2009) and gene delivery (Hood
et al., 2002); in anticancer treatments by hyperthermia (Brigger et al. 2002; Gupta & Gupta,
2005; Ito et al. 2006; Li et al. 2010) and purification procedures (Shen et al., 2009).

Although excess iron content can be eventually incorporated into the blood pool of the
body, and some formulations of iron oxide nanoparticles (e.g. Ferridex and Resovist) have
already been approved for human use, there are several forms of the particles functionalized

with different chemical groups, fluorophores, drugs or targeting species that may alter
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substantially the toxicological profile of the particles and their overall in vivo behavior. Thus,
it is important to establish the safe upper limit for each use and nanoparticle formulation.

Diverse aspects of the in vitro toxicity of SPIONs including cytotoxicity, oxidative
stress generation, inflammatory reactions and genotoxicity were investigated and are well
documented in the literature (for review, see Mahmoudi et al., 2012). Even though the in vivo
toxic effects of SPIONS are still mostly unknown, some general aspects of the SPIONS’s
toxicity have already been addressed. For instance, ionic and citrate-based magnetic fluids
administered intraperitoneally to mice caused severe inflammatory reactions, being very toxic
and not biocompatible (Lacava et al., 1999). Rats that had been intravenously injected with vy-
Fe,O3 NPs (0.8 mg/kg) presented toxicity in liver, kidneys and lungs (Hanini et al., 2011).
Rats treated with 8.5 mg/kg of Fe,O3 NPs have shown acute inhalation toxicity (Wang et al.,
2010). Acute oral exposure to Fe,05-30 NPs caused more than 50% inhibition of total Na®-
K®, Mg®", and Ca®"-ATPases activities in brains of female rats and activation of the
hepatotoxicity marker enzymes, aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase in
serum and liver (Kumari et al., 2013). In accordance, due to Fe,O3-30 NPs 28 days repeated
oral dose, significant inhibition was observed in total Na®-K®, Mg®"), and Ca®"-ATPases
activities in brain of exposed rats (Kumari et al., 2012).

The zebrafish (Danio rerio) is a small freshwater teleost recognized as a consolidated
experimental model for studying several biological events. More recently, zebrafish has also
become a promising model organism for developmental neurobiology (Grunwald and Eisen,
2002), pharmacological (Goldsmith, 2004) and toxicological studies (Linney et al., 2004; Hill
et al., 2005). Among their greatest assets are its small body size, sensitivity to drugs, and the
ability to rapidly absorb chemicals from the water and then to accumulate them in several
tissues (Goldsmith, 2004; Hill et al., 2005). In addition, different neurotransmitter systems

have been identified in this species such as glutamatergic (Edwards and Michel, 2002; Tabor
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and Friedrich, 2008), cholinergic (Behra et al. 2002; Clement et al. 2004; Arenzana et al.
2005; Senger et al., 2006b; Edwards et al., 2007), dopaminergic (Boehmler et al., 2004; Ryu
et al., 2006; Russek-Blum et al., 2008), serotonergic (Rink and Guo, 2004; Lillesaar et al.
2007; Norton et al. 2008), histaminergic (Kaslin and Panula, 2001), GABAergic (Kim et al.
2004; Delgado and Schmachtenberg, 2008) and purinergic (Rico et al. 2003; Senger et al .
2004; Low et al. 2008).

In cholinergic neurotransmission, acetylcholine (ACh) promotes the activation of
muscarinic and nicotinic cholinergic receptors. The maintenance of levels of ACh in the
extracellular space is catalyzed by acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase
(BuChE), by the hydrolysis of ACh into its component parts choline and acetate (Soreq and
Seidman, 2001). It has been demonstrated that BUChE is not encoded in the zebrafish
genome, but AChE is encoded by a single gene that has been functionally detected in
zebrafish brain (Bertrand et al., 2001).

The inhibition of AChE activity for assessment of the exposure of organisms to
organophosphate and carbamate pesticides is well-known (for review see Van Dyk and
Pletschke, 2011). However, other toxic compounds than organophosphate and carbamate
pesticides both promoted AChE inhibition and AChE activation in fish. For instance, the
inhibition of zebrafish brain AChE activity by neurotoxic compounds such as methanol (Rico
et al., 2006), lithium (Oliveira et al., 2011), the heavy metals mercury and lead (Richetti et al.,
2011), and the organochlorine pesticide Endosulfan (Pereira et al., 2012) has been
demonstrated. Notwithstanding, AChE activation has also been demonstrated as a
consequence of exposure to toxic substances such as ethanol (Rico et al., 2007), aluminum
(Senger et al., 2011) and Microcystin-LR (Kist et al., 2012).

Thus, considering that (1) SPIONs have already found innumerous biomedical and

technical applications; (2) it is crucial to establish the safe upper limit for each SPION’s use;
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(3) the in vivo neurotoxic effects of SPIONs are still mostly unknown; (4) AChE activity is
successfully used as a biomarker of brain toxicity, the aim of the present study was to evaluate
the effects caused by exposure to dextran-coated SPIONSs in the brain using adult zebrafish as

the organism model.

Materials and methods
Animals

Adult wild-type zebrafish (Danio rerio, Cyprinidae) of both sexes (6-9 months-old)
were obtained from a specialized supplier (Redfish Agroloja, RS, Brazil). Animals were kept
at a density of up to five animals per liter in 50 L housing tanks with tap water that was
previously treated with Tetra’s AquaSafe® (to neutralize chlorine, chloramines, and heavy
metals present in the water that could be harmful to fish) and continuously aerated (7.20 mg
O,/L) at 26 = 2 °C, under a 14/10 h light/dark controlled photoperiod. Animals were
acclimated for at least two weeks before the experiments and were fed three times a day with
TetraMin Tropical Flake fish food®. The fish were maintained healthy and free of any signs
of disease and were used according to the ‘‘Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” published by the US National Institutes of Health. All procedures in the present
study were approved by the Animal Ethics Committee of the Pontifical Catholic University of

Rio Grande do Sul (PUCRS), protocol number 12/00288.

Chemicals

Trizma Base, ethyle-nedioxy-diethylene-dinitrilo-tetraacetic acid (EDTA), ethylene
glycol bis (beta amino ethylether) -N,N,N’,N’-tetraacetic acid (EGTA), sodium citrate,
Coomassie Blue G, bovine serum albumin, acetylthiocholine, and 5,5’-dithiobis-2-

nitrobenzoic acid (DTNB) were purchased from Sigma Aldrich Chemical Co
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(St.Louis,MO,USA). TRIzol® reagent, ImMPROm-II Reverse Transcriptase® (Promega,
Madison, Wisconsin, USA), Platinum® Tag DNA Polymerase and GelRed® were purchased

from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

Dextran coated SPIONs synthesis and characterization

Iron oxide (Fe3O4) nanoparticles coated with cross linked and aminated dextran
(CLIO-NH,) were synthesized by the co-precipitation method in alkaline environment, based
on the procedure described previously (Wunderbaldinger et al., 2002). The synthesis was
made by dissolution of dextran (T10, pharmacosmos) in an aqueous medium and mixed with
salts of FeCl3.6H,0 and FeCl,.4H,0 (Merck) with a molar ratio of 2:1, in cold environment
and N, flux. NH4OH (25%, Merck) was added slowly in the solution and stirred at 75-85°C
for 1 h 30 min. To eliminate the dextran excess, the mixture was centrifuged in Amicon®
filters with a molecular weight cutoff of 50 kDa. Cold 5M NaOH (Merck) was added slowly
and stirred for 15 minutes and then epichlorohydrin (Fluka) was added for the crosslinking of
the dextran chains. For amination of the dextran coating, NH,OH (25%, Merck) was added in
the NP solution and stirred for additional 24 h. After that, the remaining NH,OH was
eliminated by dialysis, using cellulose membranes (Spectra/Por®) submerged in distilled
water under continuous magnetic stirring. Water was exchanged several times in this process.
The resulting CLIO-NH, nanoparticles were dispersed in sodium citrate buffer at pH 8 and
stored at 4°C.

For characterization, all samples were initially sonicated (40 kHz) and stirred in a
vortex and then the desired aliquots collected. Iron concentration was determined by UV-Vis
spectroscopy (Lambda 35, Perkin Elmer), using the absorbance at 410 nm. The concentration
was obtained interpolating the absorbance value of the NP solution in a calibration curve

made from Fe atomic spectroscopy standards. The [Fe] of the stock solution was
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approximately 10mg/mL. The hydrodynamic diameter of the NPs in aqueous solution was
measured with a Nano-ZS Zetasizer (Malvern). Elemental composition of the dried NPs on Si
substrates was measured by Rutherford backscattering spectroscopy (RBS), using a 2 MeV
He beam and a detection angle of 165° and by RX energy dispersion spectroscopy.

The nuclear magnetic relaxation properties of the particles on water protons were
obtained in a 3T clinical magnetic resonance scanner (SIGNA XDXT, G&E), imaging a
phantom containing NP solutions with eight different concentrations, using spin eco or

inversion recovery sequences.

Animal procedures

Intraperitoneal (i. p.) injection was adopted as the administration route for the in vivo
protocols to ensure that exposure concentrations are in line with target values. Intraperitoneal
injections were conducted using a 3/10-mL U-100 BD Ultra-Fine™ Short Insulin Syringe 8
mm (5/16") x 31G Short Needle (Becton Dickinson and Company, New Jersey, USA)
according to the protocol established by Phelps and colleagues (2009). Briefly, the volume
injected into the animal (mean injection volume of 10 pl) was adjusted to the fish
bodyweight (mean mass of the animals was 0.5 £ 0.06 g / Mean + S.E.M.) to achieve 200
mg/kg. The animals of the control group received the same volume of saline solution and the
animals of the vehicle control received the same volume of sodium citrate buffer. Anesthesia
of the animals prior to the injection was obtained by immersion in a solution of tricaine
(0.01%) until the animal showed a lack of motor coordination and reduced respiratory rate.
The anesthetized animal was gently placed in a water-soaked gauze-wrapped hemostat with
the abdomen facing up and the head of the fish positioned at the hinge of the hemostat (the
pectoral fins were used as a landmark on the abdomen). The needle was inserted parallel to

the spine in the midline of the abdomen posterior to the pectoral fins. The injection procedure
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was conducted in such a way as to guarantee that the animal did not spend more than 10 s out
of the water. After the injection, the animals were placed in a separate tank with highly
aerated unchlorinated tap water (25 + 2 °C) to facilitate recovery from the anesthesia. Saline
solution was used as control. All the animals that recovered within 2-3 min following the
injection continued in the experiment, while the animals that did not recover during this
period were discarded. One, 12, 24 and 48 h after the injection, the animals were euthanized
by decapitation and the brains dissected for subsequent determination of AChE activity and
molecular analysis. The concentrations of CLIO-NH, were chosen based on previous studies

(Kim et al., 2005; Chertok et al., 2008 and Kumari et al., 2012).

Protein determination
The protein was determined by the Coomassie blue method according to Bradford

(1976) using bovine serum albumin as standard.

Determination of AChE activity

Whole brains were removed by dissection (three whole brains for each sample) and
homogenized on ice in 60 volumes (v/w) of Tris—citrate buffer (50 mM Tris, 2 mM EDTA,
and 2 mM EGTA, pH 7.4, adjusted with citric acid), in a glass-Teflon homogenizer. The rate
of acetylthiocholine hydrolysis (ACSCh, 0.88 mM) was assessed in a final volume of 300 pL.
with 11 mM phosphate buffer, pH 7.5, and 0.22 mM DTNB using a method previously
described (Ellman et al., 1961). The samples containing protein (5 pg) and the reaction
medium were pre-incubated for 10 min at 25 °C before the addition of substrate. The
hydrolysis of substrate was monitored by the formation of thiolate dianion of DTNB at 412
nm for 2-3 min (intervals of 30 s) in a microplate reader. Controls without the homogenate

preparation were performed in order to determine the non-enzymatic hydrolysis of the
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substrate. The linearity of absorbance against time and protein concentration was previously
determined. The AChE activity was expressed as micromoles of thiocholine (SCh) released
per h per mg of protein. All enzyme assays were evaluated in triplicate and at least three

independent experiments were performed.

Molecular analysis by RT-gPCR (quantitative PCR)

Gene expression analysis was carried out only when kinetic alteration occurred. For
this reason, immediately after 24 h of intraperitoneal injection of the SPIONs, the animals
were euthanized by decapitation. For each sample, a pool of three zebrafish whole brains was
used. Total RNA was isolated using the TRIzol® reagent (Invitrogen) in accordance with the
manufacturer's instructions. By calculating the ratio between absorbance values at 260 and
280 nm the purity of the RNA is asserted. The cDNA species were synthesized using
IMPROmM-11 Reverse Transcriptase® (Promega, Madison, Wisconsin, USA), following
supplier's instructions. Quantitative PCR was performed using SYBR ® Green | (Invitrogen)
to detect the synthesis of the double strand. The reactions had a total volume of 25 pL, using
12.5 pL of diluted cDNA (1:100 for EFla and Rlp13a, and 1:20 for ache) containing a final
concentration of 0.2 x SYBR ® Green | (Invitrogen), 100 mM dNTP, 1 x PCR buffer, 3 mM
MgCl2, 00:25 U Platinum ® Taq DNA Polymerase (Invitrogen) and 200 nM of each primers
(Tablel). PCR reactions had the following conditions: 95 °C during five minutes for initial
denaturation and polymerase activation, followed by 40 cycles of denaturation at 95 ° C for
15s, 60 °C to annealing for 35s and extension for 15s at 72 °C. At the end of cycles a melting
curve analysis is added and the fluorescence determined between 60-99 ° C. The relative
expression levels were determined with 7500 Fast Real-Time Software v.2.0.5 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). The efficiency for each sample was calculated using

the software LinRegPCR 11.0 (Applied Biosystems) and the stability of EFla and Rlp13a
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genes (M value) and the optimal number of reference genes according to the pairwise
variation (V) were analyzed by geNorm (http://medgen.ugent.be/genorm/). The relative

expression levels were determined using the method 2-AACT.

Behavior analysis

The animals were intraperitoneally injected with CLIO-NH; or saline solution (control
group) and after 24 h the behavior tests were performed as previously described (Gerlai et al.,
2000; Egan et al., 2009). Zebrafish were placed individually in the experimental tanks (30 cm
L x 15 cm H x 10 cm W) filled with treated water. Once the animals were transferred to the
experimental tank, they habituated for 30 s and the locomotor activity was recorded on video
for 5 min. The tank was divided into equal sections (four vertical lines and one horizontal
line) and during this time the following parameters were recorded: number of line crossings
(vertical and horizontal lines), distance traveled (m), mean speed (m/s), absolute turn angle,
time in upper zone, number of freezing (lack of movement for the period of 1s or longer) and
freezing duration. The videos were analyzed using ANY Maze software (Stoelting Co., Wood

Dale, IL, USA).

Analysis of temporal absorption of iron by ICP-MS

The levels of iron in zebrafish brain were assessed by inductively-coupled plasma
mass spectrometry (ICP-MS), according to the method described by Ashoka et al. (2009),
with minor modifications. Briefly, pools of 3 brains were washed with saline solution (0.9%),
and digested with 0.5 mL of 65% HNOj3 (Suprapur / Merck) and 0.1 mL of 37% HCI (ACS /
Merck) in a glass tube. After, samples were placed for 2 h in a water bath at 85 °C and diluted

to 5 mL with a 1 % solution of HNO3. Subsequently, the samples were placed in the
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automatic sampler to analyze. The iron calibration curve was linear in the range of 10-1000

ppb (ug/L), and the results were expressed in pug per sample (pool of 3 brains).

Statistical analysis

AChE activity were expressed as means +S.E.M. and analyzed by one-way analysis of
variance (ANOVA). Post-hoc comparisons were made using Tukey's test, considering p<0.05
as statistical significance. Molecular data were expressed as means + S.E.M. and analyzed by

Student's t-test considering p<0.05 as statistical significance.

Results

Typical size distribution of the synthesized CLIO-NH, nanoparticles is shown in
Figure 1. The magnetite core size, estimated from transmission electron microscopy images
was 5.5 + 1.4 nm (Figure 1a). The number-averaged hydrodynamic diameter measured in an
aqueous solution was 23+8 nm (Figure 1b).Elementary composition analysis of the particles
indicated only the presence of Fe, O and trace elements from the citrate buffer,(Na and CI).
The transversal to longitudinal relaxivity ratio R2/R1 was between 13 and 24 in the various
batches produced.

Initially a dose-response curve was performed using CLIO-NH, concentrations from
20 to 200 mg/Kg. Zebrafish brain AChE activity was evaluated 24 h after i.p. injections
(Figure 2). CLIO-NH2 concentrations from 20 to 140 mg/Kg did not alter AChE activity in
zebrafish brains. However, the enzyme activity was significantly decreased at the highest
tested concentration (200 mg/Kg) when compared to the control (20.4%) and buffer control
(18.2%) groups. Sequentially, a time-related curve was obtained using CLIO-NH; at 200
mg/Kg. Zebrafish brain AChE activity was evaluated after one, 16, 24 and 48 h of exposure

(Figure 3). One, 16 and 48 h of exposition did not alter AChE activity in zebrafish brain. Of
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note, the AChE activity after 24 h presented a significant decrease (27.47 = 0.628 umol
SCh.h-1.mg protein-1; p =0.0032) when compared to the control (34.52+0.952 umol SCh.h-
1.mg protein-1) and buffer control (31.38+1.39 umol SCh.h-1.mg protein-1) groups.

The decrease in brain AChE activity after 24 h exposure to 200 mg/Kg of CLIO-NH,
could be a consequence of transcriptional control and/or post- transcriptional modifications. In
order to determine if ache transcriptional regulation had occurred, RT-gPCR analysis was
performed. The results demonstrated that AChE transcript levels were not altered when
compared to the control group (Figure 4). This result indicates that the down-regulation of the
AChE activity was not directly related to the inhibition of the gene ache expression.

Once ACh is known to play an important role in the regulation of locomotor control,
we further evaluated parameters of zebrafish swimming activity in the 5-min tank diving
behavioral test. Exposure to 200mg/Kg of CLIO-NH; during 24h decreased traveled distance
(17.9 + 2.36 meters, p=0.0018 compared to the control group 35.2+3.96 meters and to the
buffer control group 22.4+3.37 meters), number of line crossings (240 + 25.4, p=0.0141
compared to the control group 418+58.3 and to the buffer control group 242+40.9) and mean
speed (0.028 £0.00403 meters/second, p=0.0041 compared to the control group
0.0554+0.00697 and to the buffer control group 0.0356+0.00560). Exposure to 200 mg/Kg of
CLIO-NH; during 24 h also decreased absolute turn angle (47,500 + 7,240, p=0.0092) when
compared to the control group (78,200£7,110), whereas it did not differ statistically from the
buffer control group (50,500+7,840) (Figure 5). The time spent in the upper zone (54.87 +
26.19 sec) was not altered when compared to control (47.35£10.87sec, p=0.7739) and buffer
control (69.05+23.63 seconds) groups (data not shown). In addition, we did not find
differences either in number of freezing or freezing duration between the groups analyzed.

Finally, the down-regulation in brain AChE activity and the impaired swimming

performance parameters evaluated after 24h exposure to 200 mg/Kg of CLIO-NH, could be
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explained by iron accumulation in the brains. Inductively-coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS) was employed to quantify iron levels in the brain tissue. The results indicated a
significant higher level of ferric iron in zebrafish brains treated with CLIO-NH,
(1.351£0.1322 g, p=0.0123) when compared to the control (0.904+0.0683 pg) and buffer
control (0.761+0.1067 pg) groups (Figure 6).

Discussion

At present, one of the biggest concerns about the use of SPIONs remains around its
toxicity. SPIONs synthetized of magnetite (Fe3O,;) or maghemite (Fe,O3;) have been
extensively studied once these compounds have lower toxicity when compared to other
transition metals such as cobalt, nickel or manganese (Tartaj et al. 2003). In addition, the
surface coating can have important effects on SPIONs stability, aggregate size and cellular
interaction which affects the SPIONs uptake in the intracellular medium (Raynal et al., 2004)
resulting in toxic effects. The dextran-coated SPIONs were used in this study once they are
recognized to improve biocompatibility, to enhance blood circulation and to reduce
aggregation (Mahmoudi et al., 2011).

There are different methods of synthesis of NPs that allow greater control over the
most varied characteristics and properties of the final product. Between them, the chemical
routes such as co-precipitation, are simpler and more efficient to control the size,
composition, and often the shape of the particle, being one of the most secure methods (Gupta
& Wells, 2004; Gupta & Gupta, 2005). In this study, the transversal to longitudinal relaxivity
ratio R2/R1 was between 13-24, in the various batches of the dextran-coated SPIONs
produced, which is close, but higher than those found for typical iron oxide contrast imaging
formulations (Laurent et al., 2008; Geraldes et al., 2009).

Some issues concerning the toxic effects caused by SPIONs exposure were already

addressed using zebrafish as an organism model. For example, Zhu and colleagues (2012)
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showed that >10 mg/L of SPIONs exposure instigated developmental toxicity in zebrafish
embryos, causing mortality, hatching delay, and malformation. In the present study, we have
evaluated the effect of different CLIO-NH; doses (20, 50, 100, 140 and 200 mg/kg) and
different times of exposure (one, 16, 24 and 48 h) on AChE activity and ache expression in
zebrafish brain. In the concentrations tested, only the animals exposed to 200 mg/kg for 24 h
have shown decreased AChE activity. The RT-gPCR results suggested that inhibition of brain
ACNhE is not directly related with the transcriptional control and it was probably due to a post-
transcriptional or even a post-translational event.

To the best of our knowledge, only two other studies have evaluated the toxic effects
of SPIONs exposure over brain AChE activity. Repeated oral dose of Fe;O3-30 nanoparticles
during 28 days caused a significant inhibition of brain AChE activity in a female Wistar rat
model (Kumari et al., 2012). Acute oral exposure to Fe,O3-30 nanoparticles also resulted in a
significant inhibition of brain AChE activity, as well as in red blood cells in a female Wistar
rat model (Kumari et al., 2013). The results reported herein are in accordance with these two
studies and suggest that synaptic transmission can be affected by exposure to SPIONS.

It is well-documented that inhibition of AChE leads to an increase in the ACh
accumulation in the brain leading to an over-stimulation of cholinergic receptors. As a result,
a decline in neural and muscular control occurs. There are some reports in the literature
linking inhibition of the zebrafish AChE activity and behavioral changes with the exposure to
pollutants and/or toxic agents. For instance, exposure to 2.4 pg endosulfan/L (organochlorine
pesticide) for 96 h, a condition that resulted in brain AChE inhibition, also impaired
exploratory parameters of adult zebrafish (Pereira et al., 2012). The organophosphorus
pesticide chlorpyrifos (300 nM dissolved in water) over the first five days of embryonic and
larval development of zebrafish reduced both AChE (81%) and locomotor activities (35%)

(Yen et al., 2011). In the present study, exposure to 200 mg/Kg of CLIO-NH; during 24h, a
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condition that inhibited the brain AChE activity, also impaired all the evaluated parameters of
zebrafish swimming activity, i.e. decreased traveled distance, mean speed, number of line
crossings, and turn angle. It is important to highlighted that the exposure to the buffer control
group was also harmful to the fishes suggesting that part of the toxic effects found in the
behavior tests are due to the buffer used to store the CLIO-NH; nanoparticles. Nevertheless,
the nanoparticles exposure decreased traveled distance, mean speed, number of line crossings
in a way that was statistically different from the buffer control group. These findings showed
that CLIO-NH; exposure impaired zebrafish’s exploratory performance and possibly
weakened their ecological and interspecific interaction.

The metabolization and excretion of the NPs is of major importance for understanding
SPIONs mechanism of toxicity. Once internalized, the intracellular mechanisms involved in
the degradation of SPIONs are lysosome-mediated (Arbab et al., 2005; Levy et al., 2010),
releasing free Fe (I11) into the cellular medium via divalent cationic transport. The iron is then
stored in the body with the help of the iron-regulating proteins. The transport of iron in the
blood is performed by plasma protein transferrin and can accumulate in the case of iron
overload. In this scenario, iron is excreted via the kidney since this route reduces the creation
of reactive oxygen species and their consequent toxicity (Wahajuddin and Arora, 2012).

One plausible explanation to the down-regulation in brain AChE activity and the
impaired swimming performance parameters evaluated after 24-h exposure to 200 mg/Kg of
CLIO-NH; could be the iron accumulation in zebrafish brain. In order to investigate the
hypothesis raised, ICP-MS analysis was carried out. The results showed a significant higher
level of ferric iron in zebrafish brains treated with CLIO-NH,. This scenario was reversed in
the next 24 h (AChE activity was not down-regulated after 48 hs exposure to 200 mg/Kg of
CLIO-NH,) where iron accumulated in brain might be metabolized or excreted by the body

allowing cells to return to homeostasis. Dextran-coated SPIONs have been reported to be
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eliminated via the urine and feces over a 7 weeks period (Bourrinet et al., 2006). For this
reason, the determination of the iron content in zebrafish brains after 48 h exposure to 200
mg/Kg of CLIO-NH, could help to answer this question.

In vivo studies often classified SPIONs as biocompatible without severe neurotoxic
effects (Jain et al., 2008; Chertok et al. (2008); Yu et al. (2008) and Schlachter et al. (2011).
In addition, it has been mostly shown that toxic effects were associated with acute iron
overload (Patruta and Horl, 1999) caused by high doses SPIONs exposure (Kumari et al.,
2012; Kumari et al., 2013). The same results were reported by Lubbe et al. (1996), where
toxicity appeared only in patients treated with high doses of magnetic drug targeting.

In summary, the results presented in this article provide further experimental evidence
that SPIONs exposure can be transiently neurotoxic. Adult zebrafish exposed 24h to 200
mg/Kg showed a significant higher level of ferric iron in the brains, down-regulation in brain
AChE activity and the impaired swimming performance parameters. These findings certainly

could help to establish the upper save limits to be used in nanomedicine.
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Figure 1a - Plan view TEM micrograph of the dried CLIO-NH, nanoparticles. b - Particle
size distribution by number obtained by light scattering (Zetasizer) in diluted aqueous solution

at room temperature.
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Figure 2 —In vivo effects of different concentrations of CLIO-NH; nanoparticles on ACh
hydrolysis in zebrafish brain after 24h exposure. Bars represent the mean + S.E.M. The
asterisk (*) indicates a significant difference compared to control and buffer control groups.
Data analyzed statically by one-way ANOVA, followed by turkey multiple range test. p<0.05
denote as significant difference from the control group.
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Figure 3 - In vivo effect of intraperitoneal injection of CLIO-NH; nanoparticles on zebrafish
brain. a AChE activity one hour after the exposure (36.7 £2.77 umol SCh.h-1.mg protein-1;
control values). b AChE activity 16 hours after the exposure (29.8 £2.72 umol SCh.h-1.mg
protein-1; control values). ¢ AChE activity 24 hours after the exposure (34.52+0.952 pmol
SCh.h-1.mg protein-1; control values). d AChE activity 48 hours after the exposure (28.1
+1.26 pumol SCh.h-1.mg protein-1; control values). Bars represent the mean + SEM,
performed in quadruplicate. The AChE activity was expressed as pmol of thiocholine released
per hous per milligram of protein. Data were analyzed statically by one-way ANOVA,
followed by turkey multiple range test. p<0.05 denote as significant difference from the

control group.
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Figure 4 - RT-gPCR analysis. Relative ache mMRNA expression on zebrafish brains 24 hours

after CLIO-NH; nanoparticles exposure (200mg/Kg).
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Figure 5 - Swimming performance. Effect of 24h exposure to 200 mg/Kg of CLIO-NH,

nanoparticles on the distance traveled (a), mean speed (b), number of line crossings (c) and

absolute turn angle (d) determined during 10 min of video recording in the tank-diving

behavioral test. Bars represent the mean + S.E.M. The asterisk (*) indicates a significant

difference compared to control group (p <0.05).
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Figure 6 - Effect of CLIO-NH, nanoparticles exposure in zebrafish brain. The levels of iron
in zebrafish brain are indicated in pg (pool of 3 brains per sample in triplicate). Bars represent
the mean + S.E.M. The asterisk (*) indicates a significant difference compared to control

group. Data analyzed statically by one-way ANOVA, followed by turkey multiple range test.

p<0.05 denote as significant difference from the control group.



Tables
Table 1 — Primers used in quantitative RT-qPCR.
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Protein Primer sequence (5’ — 3°) Accession number

EFla® F - CTGGAGGCCAGCTCAAACAT NSDART00000023156
R- ATCAAGAAGAGTAGTACCGCTAGCATTAC

Rpl13a? F - TCTGGAGGACTGTAAGAGGTATGC NM_212784
R - AGACGCACAATCTTGAGAGCAG

ache” F - GCTAATGAGCAAAAGCATGTGGGCTTG NP_ 571921
R-TATCTGTGATGTTAAGCAGACGAGGCAGG

p-actin® F-CGAGCTGTCTTCCCATCCA ENSDART00000055194

R-TCACCAACGTAGCTGTCTTTCTG

# According to Tang et al. (2007).
> According to Pereira et al. (2012).
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4 DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

A partir da curva de concentracdo feita inicialmente foi possivel determinar que
apenas a dose mais elevada desta nanoparticula (200 mg/Kg) foi considerada toxica em
cerebro de zebrafish. As doses menos concentradas ndo modificaram a atividade da enzima.
Esta toxicidade pode ser explicada pela geracdo de radicais livres, liberados a partir da
oxidacdo do ferro livre acumulado no cérebro (Gaasch et al., 2007; Dorneles et a., 2009).
Altas doses de ferro ja foram reportadas no cérebro de pacientes com doencas
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (Smith et al., 1997; Hirsch et al., 1998 ;
Berg et a., 2001), entretanto 0 mecanismo que causa este acimulo de ferro ainda ndo é bem
compreendido. Em relacdo a toxicidade com SPIONSs, os estudos de Patruta e Horl (1999)
confirmam nossa conclusdo de que a resposta toxica esta relacionada a sobrecarga de ferro.
Os mesmos resultados foram encontrados por Lubbe et., Al (1996), onde toxicidade aparece
apenas em pacientes tratados com doses mais elevadas de NPs ligadas a quimioterapicos.

Os resultados indicaram um alto nivel de ferro livre nos cérebros de zebrafish tratados
com nanoparticulas de oxido de ferro dextran-aminadas (CLIO-NHy que consequentemente
modularam a atividade da enzima AChE. Mudancas nesta enzima modificaram o
comportamento locomotor de zebrafish, resultado ilustrado nos testes de velocidade, distancia
percorrida e “turn angle”. Neste mesmo teste foram analisados comportamento de ansiedade e
“freezing”, mas nenhum grupo mostrou diferenca em relagdo ao controle, indicando que o
excesso de ferro no animal diminuiu sua locomogdo, mas ndo ao ponto de cessar suas
atividades.

Importante ressaltar que mesmo quando tratado com alta concentragcdo de CLIO-NH,
zebrafish mostrou sinais de toxicidade apenas em 24 horas pds-tratamento, voltando a sua
atividade normal nas horas subsequentes (48 horas pos-tratamento). Isso pode indicar que a

partir de 24 horas, o ferro livre encontrado no cérebro estaria sendo metabolizado e excretado
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pelo organismo através das fezes e urina. A esta hipotese pode ter suporte na observacao de
que as fezes dos animais do grupo 48 horas apresentavam coloracao acobreada. A excrecdo do
ferro a partir de 48 horas sugere que 0 organismo do peixe consegue metabolizar a sobrecarga
de ferro a partir do tratamento com SPION.

A partir dos nossos resultados podemos sugerir que baixas concentracdes de CLIO-
NH, sdo biocompativeis e ndo mostram sinais de toxicidade ao cérebro, podendo ser
utilizadas como veiculos de outras drogas (“drug delivering”), agente de contraste ou outra
funcdo farmacoldgica relevante.

Mais estudos devem ser realizados com SPIONSs associados a diferentes polimeros,
ndo apenas ao dextran-aminado, considerando que o tipo de revestimento influencia no
comportamento na nanoparticula (Gupta e Gupta, 2005; Wahajuddin e Arora, 2012). Realizar
testes utilizando diferentes métodos para identificar citotoxicidade, genotoxicidade e
inflamago, como RT? Profiler gPCR Array, RT-gPCR e histologia, sdo indispensaveis para

uma maior compreensdo sobre 0 metabolismo e toxicidade destas nanoparticulas.
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