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Resumo

Os NTC sdo promissores nanomateriais que podem ser utilizados como vetores de DNA na
transfec¢do de células de mamiferos. O objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade de MWCNT-
CHOO atuarem como vetor de transfec¢iio de plasmideos marcados com GFP em fibroblastos bovinos

cultivados /17 Vitro. Pode-se verificar que o complexo MWCNT-CHOO/pLGW foi capaz de transfectar as
células, Rorém, com menor eficiéncia quando comparado ao método padrio com o reagente PEL. Assim,
novos estudos estdo sendo conduzidos para aumentar a taxa de transfecgéio com este nanomaterial.
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Introducdo

transfecgdo de células doadoras de nicleo para a

nanomateriais formados por arranjos hoxagonais de
carbono que originam pequenos cilindros [1].
Existem duas classes de NTC: os de parede simples

clonagem na produgdo de animais domésticos
Os nanotubos de carbono (NTC) sio transgénicos com caracteristicas de interesse.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
capacidade de MWCNT funcionalizados (MWCNT-

ou tunicas (do inglés single-walled carbon plasmideos marcados com GFP em fibroblastos
nanotubes - SWCNT) que sdo constituidos por bovinos cultivados /1 Vilro.

apenas uma camada cilindrica de grafite e os

COOH) atuarem como vetor de transfec¢do de

multicamadas (do inglés multiwalled carbon ~ Material e métodos
nanotubes - MWCNT) que sdo constituidos de

varios cilindros concéntricos de grafite.

promissores nanomateriais, ressalta-se a utilizacdo

MWCNT -COOH e de elevada pureza
Dentre as diversas aplicagbes desses (95%) com didmetro variando de 10-20nm e
comprimento de 1-4 pm foram sintetizados por

de NTC como vetores ndo virais de DNA na  deposigdo quimica de vapor (CVD) no

transfecgio de células de mamiferos [2, 3, 4, 5]. A

departamento de Fisica da UFMG. Os NTC foram

transfeccdo ocorre por meio de interagdes  tratados com UV e diluidos em agua livre de

hidrofobicas, nas quais a fita de DNA enrola-se

nuclease em ultrassom produzindo uma solugdo

espontaneamente em torno dos NTC [6]. homogénea.

Assim, esses estudos abriram novas A obtengio do DNA foi realizada apds

perspectivas para a aplicagdio de NTC na  amplificagio do plasmideo pLGW contendo o gene
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responsavel pela expressio da proteina verde
fluorescente (GFP) na bactéria Escherichia coli
DH5a. Apos o crescimento das bactérias em
cultura, o pLGW foi purificado com o Kit Qiagen
Plasmid  Maxi  Purification (QIAGEN) e
armazenados a -20°C até a sua utilizagéo.

A transfeccdo foi realizada em fibroblastos
bovinos cultivados /7 WIro. Inicialmente, os
fibroblastos foram semeados na densidade de 3 x
10* em placas de 4 pogos por 48 h antes da
transfeccio. As células foram cultivadas em meio
DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), 1% de antibidtico e incubadas a 37
°C, 5% CO; e 95% de umidade.

Quando as células atingiram 60% de
confluéncia, foram transfectadas com MWOCNT-
CHOO ou com o polimero catiénico polietilenimina
- PEI (método controle de transfecgdo). Para o
complexo MWCNT-CHOO/pLGW a proporgio de
agente transfectante e DNA plasmidial foi de 10:1 e
para o complexo PEI/ pLGW a relagéo foi de 1:1.

As células foram incubadas com os
complexos por 6 h, e entdo o meio foi totalmente
substituido por DMEM suplementado com 10%
SFB. Apds 48 h, as células foram visualizadas no
microscopio de epifluorescéncia (BX 52, Olympus,
Washington, EUA), usando um filtro de 470-490

Fig. 1. Capacidade de transfecgdo de MWCNT-CHOO e PEI
em fibroblastos bovinos cultivados /77 Vilro com o plasmideo
pLGW. A: controle (sem pLGW); B: pLGW puro; C:
complexo MWCNT-CHOO/pLGW e D: complexo PEI/

nm.
&

Resultados e discussao

Visando testar a utilizagdo de NTCs como
método alternativo de transfec¢io em fibroblastos
bovinos, foram testados a capacidade de transfecgdo
de MWCNT-CHOO e o agente PEI (controle),
juntamente com o vetor pLGW contendo o gene
GFP. Pode-se verificar que o complexo MWCNT-
CHOO/pLGW foi capaz de transfectar as células
(Fig. 1C). Porém, observou-se grande quantidade de
células GFP positivas utilizando-se o reagente PEI
(Fig. 1D). Nao foram observadas fluorescéncias nas
células sem DNA plasmidial (Fig. 1A) ou com
DNA plasmidial sem agente transfectante (Fig. 1B).

Os NTC podem penetrar nas células por
endocitose [7] ou passar livremente pela bicamada
lipidica em varios tipos de células somaticas [8] e
atingir o nucleo da célula, aumentando a eficiéncia
de transfecgdo do transgene [9]. Além disso, a
ligagdo ndo-covalente de 4cidos nucléicos na
superficie dos nanotubos aumenta a eficiéncia da
liberagdo do conteddo na célula [10].
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pLGW.

Entretanto, a eficiéncia de transfeccdo de
NTC pode ser influenciada pelo método de
funcionalizagdo dos NTC [8], tamanho e
caracteristica do NTC [11] e proporgio da
quantidade de NTC e DNA. No presente estudo,
quando comparada com uma técnica de referéncia, a
menor eficiéncia de transfecgdo dos MWNT pode
estar associada simultaneamente aos fatores
supracitados e, ao uso de fibroblastos bovinos que,
sabidamente apresenta menor nimero de células

transfectadas quando comparadas a outros tipos
celulares (&.g. HEK293).
Portanto, novos estudos estdio sendo

desenvolvidos, visando o aumento da eficiéncia de
transfeccio com MWCNT-CHOO em fibroblastos
bovinos cultivados /1 Vitro.

Conclusoes

Os MWCNT-CHOO sdo capazes de
transfectar  fibroblastos bovinos, porém sio
necessarios mais estudos para o aumento da taxa de
transfec¢do com este nanomaterial.
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