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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o desenvolvimento e a expressao génica em embrides bovinos produzidos
in vitro expostos a nanofibras de celulose (NFC) e a nanotubos de carbono multicamadas funcionalizados
(MWCNT-COOH). Foram avaliadas as taxas de eclos@o, degeneragdo e a expressdo de genes biomarcadores
de estresse celular, apoptose (PRDX1, HSP70.1 e BAX) e multipoténcia celular (HAD1, OCT4), apds
exposi¢io a 0,2 pg mL™ de NFC ou MWCNT-COOH por 72h. Nas condi¢des testadas, os nanomateriais nio
alteraram a cinética de desenvolvimento e sobrevivéncia embrionaria. Contudo, os MWCNT-COOH
apresentaram maior impacto na expressdo génica quando comparados as NFC.

Palavras-chave: embriotoxicidade, nanotoxicologia, biomarcadores.

Introducao

O desenvolvimento da nanotecnologia esta
relacionado, atualmente, a padronizagdo de
sistemas para avaliar o potencial impacto dos
nanomateriais na saude humana e ambiental.

Embrides bovinos sdo interessantes como
modelos  experimentais, pois podem  ser
produzidos in vitro em larga escala e possuem
permissdo ética, por serem provenientes de
odcitos obtidos de ovarios coletados em
matadouro. Além disso, embrides bovinos
cultivados in vitro sdo sensiveis a alteragdes no
ambiente, tais como temperatura, pH e nutrientes
(CAMARGO et al.,, 2006), o que possibilita
avaliar a toxicidade de substancias de interesse.

Comparativamente aos embrides humanos, os
bovinos apresentam o mesmo didmetro e
similaridades metabolicas, de reprogramacio
genética e ativagdo gendmica (BAUMANN et al.
2007; LEIDENFROST et al, 2011). O objetivo
deste estudo foi avaliar a expressdo génica de
embrides bovinos produzidos in vitro e expostos a

nanofibras de celulose (NFC) e a nanotubos de
carbono multicamadas funcionalizados
(MWCNT-COOH) utilizando  biomarcadores
relacionados ao estresse celular e apoptose
(PRDX1, HSP70.1 e BAX) e multipoténcia
celular (HAD1, OCT4).

Materiais e métodos

O Ocitos imaturos foram obtidos de ovarios
coletados de animais abatidos e maturados in vitro
em meio TCM199, adicionado de hormonio
foliculo estimulante e soro de vaca em cio em
incubadora com 5% de CO,, ar atmosférico e
39°C, por 24 h. Ao término da maturagdo, os
oocitos foram fecundados in vitro com doses de
sémen congelado de touros na concentracio de 2
x 10° mL". Apés a fecundagdo, 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 7 dias.
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Posteriormente, os embrides foram divididos
em 3 grupos: controle, expostos a 0,2 pg mL™ de
NFC ou MWNT-COOH por 72 h.

As taxas de eclosdo e degeneracdo foram
avaliadas com o auxilio de estereomicroscopio
(Olympus, SZ40, Washington, EUA). A extragio
do RNA foi realizada utilizando-se o kit comercial
RNeasy Micro kit (Qiagen). A transcrigdo reversa
foi obtida com o kit comercial SuperScript Il
First-Strand  Synthesis Supermix (Invitrogen),
produzindo um volume final de 20 pL (~14.000
ng) de cDNA por reagdo. A PCR em tempo real
foi realizada utilizando-se o kit comercial Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). A reagdo contendo cDNA, par de
primers, Master Mix (ANTPs, referéncia passiva-
ROX, SYBER Green) e 0,1 U de Taq DNA
Polimerase, em um volume final de 25 pL, foi
incubada a 95°C por 10 min, seguido de 45 ciclos
de 95°C por 15 seg, temperatura de pareamento
especifica para cada primer por 30 segundos e
extens@o a 60°C por 30 seg. Controles negativos
foram preparados em que o cDNA foi omitido
durante a reagdo. Foram feitas rea¢des em
triplicata para cada amostra (de todos os grupos)
das respectivas repeti¢gdes em placas Opticas de
reagdo de 96 pogos (Applied Biosystems) e
amplificadas no aparelho de PCR em tempo real
(ABI Prism 7300 Sequence Detection Systems,
Applied Biosystems). Para a analise estatistica das
taxas de eclosdo e degeneracdo foi utilizado o Qui
quadrado. Os dados obtidos da quantificagdo
relativa da PCR em tempo real foram analisados
pelo Relative Expression Software Tool (REST®).
Os valores de P menores que 0,05 foram
considerados significativos. Os resultados foram
apresentados como médias + erro padriao (EP) da
média.

Resultados e discussao

Nao houve diferenca (P>0,05) nas taxas de
eclos@o e degeneragdo nos embrides expostos a
NFC ou MWCNT-COOH apdés 72h (Tab. 1 e
Fig.1).

Tab. 1 Taxa de eclosdo e degeneragdo de embrides bovinos
cultivados in vitro e expostos a 0,2 pg ml! de NFC ou

MCWNT-COOH por 72 h.

N Grupos Eclos@0  Degeneragdo
(%) (%)
43 Controle 60,76 5,15
41 NFC 53,90 4,22
46 MWCNT- 57,08 5,82
COOH

Nao houve diferengas entre os grupos
(P>0,05). N = nimero de embrides

As taxas de eclosdo e degeneracdo sdo alguns
dos parametros de avaliagdo da qualidade das
condicdes de cultura in vitro em embrides
(LEIDENFROST et al., 2011). Desta forma, a
manuten¢cdo destas taxas sugere que 0s
nanomateriais avaliados nfo influenciaram a
cinética de desenvolvimento e a sobrevivéncia
embrionaria, nas condi¢des testadas.

Contrele

MWONT-OO0N

Fig. 1 Fotomicrografia de embrides bovinos, controle,
expostos a 0,2 pug ml™' de NFC ¢ a 0,2 pug ml”' de MWCNT-
COOH. Aumento de 40x.

Contudo, as andlises de expressdo génica
revelaram que o contato dos nanomateriais com os
embrides podem modificar a abundéancia de
alguns transcritos. Em embrides expostos a 0,2 pg
ml™ de NFC, apenas o gene OCT4 (0.67+0.22) foi
sub-regulado (P<0,05) comparado ao controle
(Fig. 2). Outros estudos observaram que a
exposicdo de embrides humanos a agentes
teratogénicos como o etanol induz a sub-
regulacdo de OCT4 (HALDER et al., 2013). Esse
gene ¢ um marcador de multipotencialidade e sua
desregulagdo pode ocasionar alteracdes no
desenvolvimento embrionario (ADACHI et al.,
2010) Os genes PRDXI1, HSP70.1, BAX e HADI
ndo tiveram a expressdo alterada (P>0,05). De
forma semelhante, em fibroblastos bovinos
cultivados in vitro expostos a 100 ug ml”" de NFC
ndo houve alteracdo da expressdo de genes
relacionados ao estresse celular ou a apoptose
(PEREIRA et al., 2013).

Por outro lado, a exposi¢do dos embrides a
0,2 pg mlI"' de MWCNT-COOH causou maior
alteracdo na expressdo dos genes avaliados.
Embrides  tratados com MWCNT-COOH
demonstraram altos niveis (P<0,05) de transcritos
relacionados a resposta ao estresse oxidativo e
inducdo da apoptose como PRDXI (1,30 + 0,46) e
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BAX (1,66 £ 0,57) bem como marcadores de
multipoténcia  embrionaria  como  HADI
(1,39+0,45) e OCT4 (1,30 +0,40) (Fig. 2).

Quando comparada a expressdo relativa entre
os dois nanomateriais, verificou-se a maior
abundancia de RNAm do gene HADI (1,39 +
0,45; P<0,05) em embrides expostos a MWCNT-
COOH (Fig. 2).
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Fig. 2 Expressdo relativa (médiatEP) dos transcritos para
Peroxiredoxina 1 (PRDX1), B cell leukemia 2 associated X
protein (BAX), Heat shock protein 70.1 (HSP70.1), Histona
deacetilase 1 (HADI) e Octamero-binding transcription
factor 4 (OCT4) em embrides bovinos cultivados sem
nanomaterais (grupo controle), e com NFC ou MWCNT-
COOH (0,2 pg ml™t). A expressio dos grupos CNF ou
MWCNT-COOH foram comparadas com o grupo controle
(expressdo relativa = 1,00). ¥*P>0,05.

Assim, os resultados da PCR em tempo real
demonstraram que MWCNT-COOH alteraram de
forma mais acentuada a expressio de
biomarcadores importantes para a homeostase e
desenvolvimento embrionario que as NFC.

8 MWONT-COOH

Conclusoes

Nas condigdes analiticas testadas, as NFC e os
MWCNT-COOH ndo alteraram a cinética de
desenvolvimento e sobrevivéncia embrionaria.
Contudo, o0s MWCNT-COOH apresentaram maior
impacto na expressdo de genes relacionados ao
estresse celular e apoptose em embrides bovinos
cultivados in vitro quando comparados as NFC.
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