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Resumo

Os nanotubos de carbono (NTC) podem ser utilizados como vetores de farmacos e DNA para a terapia
génica, bem como na producio de animais domésticos transgénicos de interesse econémico. Porém, pouco se
sabe sobye a interagdo desse nanomaterial com embrides de mamiferos. O objetivo do trabalho foi utilizar a
espectroscopia Raman para determinar se nanotubos multicamadas (MWNTSs) conseguem permear embrides
bovinos produzidos /7 Vifro. Os resultados revelaram a presenga da banda G no interior dos embrides,
indicando que os MWNTSs atingiram as células embriondrias. Em concluséo, a técnica de espectroscopia
Raman € um eficiente método para compreender a interagio entre MWNT e embrides de mamiferos.
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Introducéo de animais domésticos transgénicos de interesse
econdmico. Porém, pouco se sabe sobre sua
capacidade de interagdo com membranas biologicas
e, especialmente, a zona peltcida (ZP) de embrides
de mamiferos que € constituida por glicoproteinas
que formam poros nanométricos e funcionam como
barreira protetora contra os menores virus existentes
na natureza.

O objetivo do trabalho foi utilizar a
espectroscopia Raman para determinar se MWNTs

Nas ultimas duas décadas, a nanotecnologia
tornou-se um campo amplo de pesquisas em todo o
mundo, sobretudo o0s nanomateriais como 0s
nanotubos de carbono (NTC). Tais nanomateriais
tém  potencial emprego em  eletr6nicos,
agropecudria, medicina e indUstria farmacéutica [1].
Virias pesquisas tém sido realizadas utilizando
NTC como vetores de farmacos e de DNA visando
aplicagdo na terapia génica, bem como a producdo
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conseguem transpor a ZP intacta de embrides
bovinos produzidos /1 vitro.

Material e métodos

A espectrocospia Raman foi realizada no
Departamento de Fisica da UFMG para avaliagio da
capacidade de passagem dos NTC pela zona
pelicida de embrides.

Odcitos imaturos foram obtidos de ovérios
coletados de animais abatidos e maturados /17 V/tro
em meio de cultivo de células (TCMI199),
adicionado de horménio foliculo estimulante (FSH)
e soro de vaca em cio dentro de incubadora com 5%
de CO,, ar atmosférico e 39 °C, por 24 h. Ao
termino da maturagdo, os odcitos foram fecundados
in vitro com doses de sémen congelado de touros na
concentracdo de 2 x 10°/mL. Apés a fecundagio, os
possiveis zigotos foram transferidos para meio de
cultivo embrionario CR2aa suplementado com 10%
de soro fetal bovino, em incubadora com 5% CO,,
ar atmosférico e umidade saturada, por sete dias.

Posteriormente, os embrides foram
divididos em grupo controle e expostos a 0,2ug/mL
MWNT por 24 h. Antes da espectroscopia Raman, 3
embrides do grupo controle e 3 do cultivado com
MWNT foram lavados em solugio salina fosfatada
para remover MWNTs adsorvidos a superficie da
ZP e, ‘mantidos em limina em temperatura
ambiente,

Os espectros Raman foram coletados em
varios pontos das amostras apos incidéncia de um
laser de He-Ne (632.8 nm), utilizando-se um
espectrometro (Andor™ Technology — shamrock sr-
303i) acoplado a um microscépio éptico confocal
invertido (Eclipse TE2000-U, Nikon).

Resultados e discussio

Para estudar a capacidade dos MWNTSs
permearem para o interior embrides de mamiferos,
embrides bovinos produzidos /7 Vifro foram
~ expostos a 0,2 pg/mL de MWNTs por 24 h e
avaliados por espectroscopia Raman.

Na fig. 1A estdo demonstrados os MWNTs
por microscopia eletrénica de transmissdo. Na fig.
1B observam-se a imagem espectroscopica Raman
do embrido gerada com auxilio de um filtro
espectral para banda G do MWNT e na fig. 1C os
espectros Raman.,

Quando se avaliou o espectro Raman (com
ajuste da linha de base) desses pontos no embrido
exposto ao NTC (Figura 1B), observou-se no ponto
1 a inexisténcia da banda G (1565-1595 cm™),
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associada a modos de vibragdo tangencial no plano
da grafite. Contudo, mesmo apds a lavagem do
embrido, na interface ar/zona pelicida (ponto 2)
pode-se detectar um discreto estiramento da banda
G indicando a presenga de NTC. A medida que se
deslocam os eixos X e Y para o interior do embrido,
passando pela zona peltcida (ponto 3), ocorre um
aumento da intensidade de ambas as bandas, que
atingem a intensidade méaxima no interior do
embrido (ponto 4).

Esses dados indicaram que os MWNTs
conseguiram transpor a ZP e entrar em contato com
os blastdmeros.
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Fig 1. Morfologia (TEM) do MWNT utilizado (1A).
Imagem confocal (filtro para banda G) de embrides
bovinos cultivados com MWNT (0,2pg/ml) (1B),
evidenciando a faixa espectral da banda G (1C).

A crescente utilizacdo de nanomateriais,
principalmente nas dreas biomédicas e no
agronegocio, gera a necessidade de melhor
entendimento dos mecanismos de interacdo dessas
nanoestruturas, em especial de NTC com os
sistemas biologicos. Para a identificagio de NTC
nas amostras, geralmente €  utilizada a
espectroscopia Raman [2, 3]. Essa técnica permite a
verificagio da presenga da banda G (grafite), que
aparece por volta de 1320 cm™ e esta relacionada ao
modo de vibragao tangencial do grafite [2].

Neste contexto, técnicas que auxiliem no
estudo da interagdo de nanomateriais com embrides
de mamiferos podem auxiliar outros estudos que
avaliem o potencial embriotoxico de sistemas
nanoestruturados.



Conclusoes

Em conclusdo, observou-se que a técnica de
espectroscopia Raman ¢ um eficiente método para
compreender a interagdo entre MWNT e embrides
de mamiferos.
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