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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os possiveis efeitos de nanofibras de celulose (NFC) ¢ nanotubos de
carbono multicamadas carboxilados (MWCNT-COOH) no numero de células ¢ apoptose em cmbrioes
bovinos. Os embrides toram produzidos por fertilizagdo i vitro apos maturagdo de odcitos coletados em
abatedouro local. No sétimo dia apos fertilizagdo. os blastocistos foram aleatoriamente divididos em trés
arupos: prupo controle (sem nanoparticulas; n=19), NFC (0.2ng ml': n=16) e MWCNT-COOTH (0.2uy
ml ' n-16). Os embrides foram cultivados na presenga de nanoparticulas por 72h em meio CR2aa com
10% de soro fetal bovino em 5% CO.a 38.57°C ¢ ar atmosférico. Posteriormente. os blastocistos fo-
ram submctidos a téenica de TUNLEL. O dados tforam analisados por ANOVA e teste SNK. O nivel de
significancia adotado foi P~ 0.03. O ntmero total de c¢lulas e o indice apoptotico nao foi afterado entre
0s grupos (P -0,03). Em conclusdo, a adigdo de NFC ou MWCNT-COOH, nas condigdes testadas. ndo
afetou a cinética de desenvolvimento pré-implantacional ¢ o indice de apoptose nos cmbrides bovinos.
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IN VITRO ANALYSIS OF CELLULOSE NANOFIBERS AND MUTIWALLED CARBON
NANOTUBES FEFFECTS INNUMBER OF CELLS AND APOPTOSIS IN EMBRY O

Abstract

The aim of present study was to investigate the cotton cetlulose nanofibers (CNF) and multiwalled
carbon nanotubes with carboxylate functionalization (MWCNT-COOH) effects on cell number and the
incidence of apoptosis in hovine blastocysts. The embryos were produced after in vioro maturation and
fertifization of vocvtes obtained of ovaries cotlected from slaughtered cows At day seven post-fertil-
ization embryos at blastocyst stage were randomly distributed info three culture groups: controb group
{without nanomaterials: n=19). cotton CNF (0.2pg ml': n—=16) and MWCNT-COOH (0.2pg ml7 n-16).

Fmbryos in both groups were cultured in CR2aa medium and NPs. supplemented with 10% of fetal calt

serum and granulosa cell monolayer. for 72hr under 3% CO, at 38.57C in air. The embryos at tenth day
post tertilization were permeabilized tor TUNEL assay. Total cell number and apoptotic cell index were
analvzed by ANOVA and SNK test. Total cell number and apoptotic cell number was similar (P=0.03)
hetween groups. In conclusion | under the conditions tested. both cotton CNF and MWCNT-COOH
does not interlere on preimplantation development and the incidence ot apoptosis i bovine blastocysts,
Kevwords: Nanomaterials: Embryotoxiciiy: Apoptosis
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I INTRODUCAO

O aumento da produgdo ¢ uso de nanomateriais (NMs) em diferentes segmentos tem causado
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preocupagOes sobre o potencial impacto desses produtos na saude publica (LING et al.. 2012). Embri-
des bovinos sdo bons modelos de toxicidade para testes de agentes potencialmente teralogenicos, pois
$10 sensiveis a toxicantes, bem como pelas suas similaridades mortfoldgicas e bioquimicas a cmbrides
humanos (LEIDENFROST etal, 2011). Dados toxicoldgicos existentes sobre a interagiio de nanotubaos
de carbono (NTCs) em embrides mamiferos ainda sio incipientes (PEREIRA ¢t al., 2010a) ou foram
obtidos em periodos pos-imptantagdo (ZALGEVICIENE ct al., 2012). Com relagdo as nanofibras de
celulose (NFCs) ndo sao conhecidos seus efeitos em embrides mamiferos. Portanto, ha uma necessidade
de estudos que avaliem o potencial teratogénico de novos materiais para a obten¢io de resultados ma:s
conclusivos ¢ seguros sobre a toxicidade de NTC e NFCs.

O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito de NFC ¢ NTC multicamadas carboxilades
(MWCNT-COOH) no nimero celular ¢ apoptose 77 siry em blastocistos bovinos produzidos i1 vinre.

2 MATERIAIS E METODOS

Qdcitos imaturos foram obtidos de ovirios coletados de animais abatidos ¢ maturados e ftert” -
zados i vitro. Apds a fecundagdo, os possiveis zigotos toram transferidos para meio de cultivo embric-
ndrio CR2aa suplementado com 10% de soro fetal bovino, em incubadora com 5% CO.. ar atmosteries
¢ umidade saturada. por 7 dias. Posteriormente. os embrides foram divididos em 3 grupos: contro:z.
expostos a 0.2 png mi' de NFC (diametro: 6-18 nm: comprimento: 85-225 pm) ou MWCNT-COCE:
(diametro: 10-30 nm: comprimento: 3-30 um) por 72h. Os blastocistos expostos aos NMs foram fixados
em tormaldeido 4%. A fragmentag@o do DNA foi avaliada com o Kit comercial Dead end fluarimer-..
terminal deoxvinucleotidvl transferase (TdTr-mediared dUTP nick end (TUNEL) System (Promega. Nz
dison, WL, CUA). Todos os blastomeros foram marcados pelo DAPI ¢ visualizados em azal no finse
de 460 nm do microscopio de epiffuorescéncia (BX 52, Olvmpus, Washington, EUA). As células =~
apoptose foram identificadas no filtro de 520 = 20 nm (cor verde pela absor¢do da fluoresceina). As imx-
gens foram capturadas utilizando-se o programa Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics. Silver Spri-z
CUA)Y O o namero total de ¢élulas e o nimero de células apoptoticas foram analisados pelo progra=—:
Jmage O indice apaptatico foi caleutado a partir da relacdo do numero total de ¢élulas e o nume-:
de células contendo corpos apoptaticos. O dados foram avaliados por ANOVA ¢ SNK. Os valores 2z -
<0.03 toram considerados significativos

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a exposigio dos embrides as NFCs e aos MWONT-COOHs por 72h ndo foram obser z 2z
diferencas no namero total de células (P=0.91). numero de células apoptoticas (P~0.89) ou indice aro-
wtico (P=0.82) quando comparado ao controle (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito das NFCs e dos MW CNT=COOls (0.2 peg ml')y apos 72 horas de exposiCao no numero etz s
P

celulas ¢ apoptose em embrides
TR T o

Controle 19 130.88+5.59 :
NIFC 16 126.06+6.93 14,43+1,62 11.46£3.57
MWCNT-COOH 16 127.81+8.04 {4.37+1.99 10.28+1.51

o

*INOI L NG houve diferenga no numero total de células (P 0,91) numero de células apopiiticas (P 0.89) ¢ indice -
torico (P 0.82) entre os grupos. Os resuliados foram expressos como midia < ervo padrdo da médic

Na Figura | estdo representadas as imagens dos blastocistos submetidos a téenica de TU™=
apos contato com 0s NMs.
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Figura I, Detecgio da tragmentagio do DN A pela téenica de TUNEL em blastocistos bovinos Hustragoes A,

13 ¢ - Blastocistos com blastdmcros marcados pelo DAPI ¢ visualizados em azul (460nm). Hustragoes A B°
¢ 7 - Blastocistos com blastémeros corados pela fluoresceina e visualizados em verde (3202 20nmy. indicando
apoptose. Grupos — A7A™ (grupo controle); BB (0,2 ug mb NFC i C/C (0,2 g mP MW ONT-COOH) —
Aumento: 100X,

3.1 Efeito dos nanomateriais no niimero total de células embriondrias

Dentre os periodos criticos de desenvolvimento de um organismo destaca-se a fase pré-implan-
tacional. possivelmente devido a existéncia de células ainda inditerenciadas. Um distirbio nesta clapa
pode causar falhas na implantagdo ou levar a danos nos processos de divisdo celular ¢ diferenciagao que
originardo os tecidos fetais (ZALGEVICIENE et al.. 2012). De acordo com os dados obtidos (Tabela
I aadicdo de NFC ou MWONT-COOHs no meio de cultura embriondrio ndo alterou o numero total de
células que representa um importante parametro na avaliagio da qualidade de embrides.

3.2 Efcito dos nanomatceriais no indice apoptdtico

A apoptose embrionaria pode ocorrer pelo estresse provocado pelo sistema de cultura /n vitro.
porém. acomete embrides em baixas taxas sendo considerada um processo normal de desenvolvimento,
Porisso. tanto embrioes produzidos in vivo quanto in vitro apresentam em média até 20% de blastome-
ros em processo de morte celular (PEREIRA ctal.. 2010b). No presente estudo. os indices apoptoticos
ndo ultrapassaram os valores encontrados na literatura (Tabela ).

Lstudos anteriores demonstraram aumento na apoptose em embrides expostos aos MWCNTs na
mesma concentragdo e tempo de exposicdo (0.2 ug ml' por 72h) do presente trabalho (PERECIRA et al.
2010q). Contudo, neste estudo anterior, a indugdo da apoptose foi atribuida principatmente a baixa pure-
22 (81%0) desses NTCs. No presente trabalho foram utilizados MWCNT de alta pureza (93%). Portanto.
esses achados controversos podent ser explicados principalmente pela natureza quimica dos diferentes
NTCs. Com relagao as NFCL este material tambem ndo causou impacto nos parametros de qualidade
cmbrionaria avaliados. Possivelmente. o cardter biodegradivel. a flexibilidade e a constitui¢do quimica
das NFCs (KOLAKOVIC et al.. 2011 parecem ser determinantes na sud biocompatibilidade em embri-
des hovinos,

4 CONCLUSAO

Na voncentragao avahada, as NFCs e os MWONT-COOHs nao alteraram a cinética de desen-
valvimento ¢ sobrevivéncia enthrionaria de embrides bovinos produzidos in vitro.
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