Efeitos de sistemas nanoestruturados sobre a expressao génica em
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O mundo da nanotecnologia ¢ uma drea relativamente nova na ciéncia. Para trabalhar com
dimensdes em nanoescala, os cientistas estdo desenvolvendo novas ferramentas, protocolos,
produtos, tecnologias; tudo isso para poder desvendar os mistérios das nanoestruturas e
enfrentar os desafios por elas estabelecidos. Diferentes tipos de nanomateriais sao nomeados
de acordo com suas formas e dimensdes, e tratam-se de simples particulas, tubos, fios e
filmes, que t€ém uma ou mais das suas dimensdes de tamanho nanométrico. Qualquer uso, in
vivo ou in vitro, de nanoparticulas, implica o conhecimento profundo da cinética e toxicologia
das particulas, estabelecimento de principios e procedimentos de teste para assegurar
produgdo e uso seguros dos nanomateriais, e informagdes compreensiveis a respeito de sua
seguranga e potencial perigo. Dentre as nanoparticulas fabricadas, as de dioxido de titanio
(TiO,) estdo entre as mais produzidas. TiO, é uma particula pouco soldvel, com numerosas
aplicagdes tais como: corante alimenticio, pigmento branco de numerosos produtos, incluindo,
tintas, plasticos, papéis, cosméticos, produtos médicos e farmacéuticos. TiO, também ¢é
altamente usado como agente bloqueador de raios ultravioleta. O TiO, é anfétero e polimorfo,
podendo existir em 3 fases cristalograficas: rutilo, anatase e brookite. Essa dltima é uma fase
de dificil sintese, ocorre naturalmente, sendo muito instdvel e de baixo interesse. O objetivo
do presente estudo foi avaliar os efeitos de sistemas nanoestruturados (TiO, anatase comercial
e TiO, rutilo, gerado pela Rede Agronano) sobre a expressdo de genes em células bovinas
cultivadas in vitro. Para isso, fibroblastos, obtidos a partir de bidpsia de pele de dois bovinos
adultos, foram cultivados in vitro em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
com 40% de soro fetal bovino (SFB) e 1% antibidtico-antimicético, em estufa a 5% de CO,
em ar e temperatura de 37°C e umidade méaxima, durante 4 dias para o estabelecimento da
linhagem primadria. Apds isso, o cultivo celular foi mantido em DMEM com 10% de SFB e
1% antibidtico-antimicético. Linhagens celulares em confluéncia, cultivadas por 3 ou 4
passagens, foram expostas a um dos tipos de materiais nanoestruturados, por 24, 48 e 72
horas. A seguir, as células expostas ou ndo (controle), foram destinadas a extragdo de RNA
com Trizol, transcri¢do reversa com Superscript Il e avaliacdo da expressdo gé€nica relativa.
Os genes GAPDH, beta-actina, RPS-9, RPL-19, e 18S foram avaliados para a escolha do
melhor gene de referéncia. Cinco genes candidatos (HSPAIA,PRDXI1,SOD2, CASP3 e
HIF1A), relacionados a apoptose, estresse oxidativo, estresse térmico e produgdo de citocinas,
estdo sendo avaliados por PCR em tempo real com SYBR Green e normalizados pelo gene de
referéncia GAPDH. O célculo da expressdo génica relativa serd realizado pela metodologia
descrita por PFAFFL (2001). Para mensurar as diferencas significativas a 5% serd utilizado o
Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test, no Relative Expression Software Tool.
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