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RESUMO

Os nanotubos de carbono multicamadas (MWCNT) e as nanofibras de celulose (NFCs) sdo
interessantes nanomateriais (NMs) que possuem grande potencial de aplicacdo em &reas como
tratamento de agua, reforco de materiais, engenharia tecidual e entrega de moléculas
terapéuticas. Em especial, os MWCNT sdo promissores vetores de DNA em células e
embrides de mamiferos. Porém, o desenvolvimento desta area esta relacionado a padronizacao
de sistemas para avaliar o potencial impacto dos NMs na saldde humana e ambiental. O
objetivo geral deste estudo foi avaliar a toxicidade de MWCNT e NFC em diferentes modelos
bioldgicos (fibroblastos e embrides bovinos; microalgas) e o potencial de carreamento génico
de MWCNT-COOH em fibroblastos e embrides bovinos. No experimento 1, foi avaliada a
viabilidade e a morfologia dos fibroblastos cultivados in vitro expostos as NFCs e aos
MWCNT-COOHSs. Os resultados deste experimento revelaram que em baixas concentragdes
(0,02-100pg miIt) as NFC ndo foram citotoxicas (P = 0,06). Porém, concentragBes acima de
200 pg mlt NFC diminuiram a viabilidade celular e causaram mudancas na morfologia das
células. Para os MWCNT-COOH, a exposicdo dos fibroblastos a 100pug ml? reduziram a
viabilidade (P=0,001) e alteram a morfologia celular. No experimento 2, foram analisados 0s
efeitos desses NMs no desenvolvimento, expressdo génica e apoptose in situ de embrides
bovinos produzidos in vitro. Neste ensaio, 0s NMs n&o influenciaram o desenvolvimento
(P=0,24) e o indice de apoptose embrionaria (P=0,82). Contudo, os MWCNT-COOH
alteraram a expressao de genes (P=0,02) relacionados a totipoténcia, diferenciagédo e estresse
celular de forma mais acentuada quando comparada as NFCs. No experimento 3, o potencial
ecotoxico das NFCs e dos MWCNTSs foi estudado em microalgas Chlorella vulgaris e
Klebsormidium flaccidum mediante anélise de Potencial Zeta, viabilidade celular, atividade
fotossintética e de enzimas antioxidativas, quantificacdo dos niveis de ATP e microscopia
eletronica. Os resultados revelaram que os MWCNTs e as NFCs afetaram a viabilidade
(P<0,001), a fotossintese (P<0,05), a atividade de enzimas antioxidativas (P<0,05), 0s niveis
de ATP (P<0,05) e a morfologia celular das microalgas em concentragdes, tempos e sistemas
de cultura especificos. No experimento 4, os fibroblastos e embrides bovinos foram
transfectados com MWCNT-COOH complexados ao plasmideo contendo o gene que codifica
a proteina verde fluorescente (pGFP). As analises de microscopia de fluorescéncia detectaram
que o gene GFP foi expresso nas células e nos embrides no estagio inicial de desenvolvimento
(2 a 8 células). Entretanto, a expressdo de GFP ndo foi observada no estagio de blastocisto. A

analise por PCR confirmou a presenca do gene GFP nos fibroblastos (3,30% GFP+) e



embrides de 2-8—células (46,67% GFP+). Em conclusdo, nas condi¢des testadas, a exposi¢cdo
de fibroblastos a baixas concentracfes de MWCNT-COOH ou NFC nédo causaram impacto na
viabilidade e morfologia celular. Entretanto, os MWCNTSs e as NFCs foram citotoxicas para
as microalgas estudadas. O uso de MWCNT-COOH como vetor de DNA em embrides
bovinos mostrou-se promissora, o que abre possibilidades de geracdo de animais transgénicos

por este método.

Palavras-chave: Nanotubos de Carbono, Nanofibras de Celulose, Nanotoxicologia,
Carreamento génico.



ABSTRACT

Multi-walled carbon nanotubes (MWCNTSs) and cotton cellulose nanofibers (CNFs) are
interesting nanomaterials (NMs) which possess great potential for applications in various
fields such as in water treatment, reinforcement materials, tissue engineering and therapeutic
molecule delivery. In particular, MWCNT have emerged as a new method for gene delivery
and they can be an alternative for cell and embryos transfection. However, while engineered
NMs provide great benefits, we know very little about the potential effects on human health
and the environment. Thus, the objectives of this study were to evaluate the potential toxicity
of MWCNT and CNF in various biological model organisms (bovine fibroblast and embryo,
and green microalgaes) and whether MWCNT is able to deliver exogenous DNA molecules
into bovine fibroblast and embryos. In experiment 1, we evaluated in vitro the effects of NMs
on bovine fibroblast viability and morphology. The results showed that low concentrations of
CNF (0.02-100pug miI™) did not cause viability loss (P>0.05) or change in cell morphology.
However, at concentrations above 200ug ml™, NFC significantly decreased cell viability
(P<0.05) and changes in cell shape. Fibroblasts exposed at concentrations above 100ug ml*
MWCNT-COOH exhibited a reduced cell viability (P<0.05) and their cell morphology was
altered. In experiment 2, we examined gene expression, apoptosis response and
developmental rates of in vitro produced bovine embryos that were exposed to NMs. There
was no difference (P > 0.05) in the hatching, degeneration and apoptosis rate among the
control, MWCNT-COOH or cotton CNF- exposed embryos. In contrast, in embryos exposed
at 0.2 pg mlt MWCNT-COOH showed relatively higher levels (P<0.05) of the genes
associated with totipotency, differentiation and response to stress. In experiment 3, we
analyzed the cytotoxic response of C. vulgaris and K. flaccidum cells (green microalgae) to
NMs by investigating the zeta potential, trypan blue exclusion assay, photosynthetic activity,
superoxide dismutase activity, quantification of ATP levels and microscopic investigations.
NMs decreased viability, photosynthetic activity and ATP levels of microalgaes cells,
depending on concentration and time. Addition of NMs further induced an increase of
superoxide dismutase activity and ultrastructural damage cell. In experiment 4, we have used
plasmid DNA of green fluorescent protein (pGFP) in combination with MWCNT-COOH to
transfect bovine fibroblast and embryos. Detection of GFP accumulation by fluorescence
microscopy examination revealed that this gene was expressed in the fibroblast and the
embryo (2 to 8-cell stage). However, the expression GFP was not observed in blastocyst

stage. The PCR result confirmed the presence of the pGFP gene in the transfected cells



(3.30% GFP+) and embryos of 2-8—cell stage (46.67% GFP+). In conclusion, under the
conditions tested, the exposures to MWCNTSs or CNFs in low concentrations are not toxic to
bovine fibroblast cells. However, these NMs have toxic effects in green microalgaes.
Especially, this work showed that MWCNT-COOH-transfection of embryo could be a simple
and suitable method to introduce foreign genes in embryos and perhaps could be also useful to

generate transgenic animals.

Keywords: Carbon nanotubes. Cellulose nanofibers. Nanotoxicity. Gene delivery
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que tem o potencial de melhorar a
vida humana por aprimorar produtos existentes e gerar novas estruturas utilizando
dispositivos que possuem pelo menos uma de suas dimensbes menores que 100 nm
(GAJEWICZ et al., 2012). Essa é uma nova area da ciéncia e considerada a tecnologia chave
do século 21 como promessa de revolugcdo em todo o mundo. Quando as dimensdes dos
materiais tornam-se muito pequenas, como € o caso da escala “nano”, as propriedades fisicas
e quimicas passam a ser diferentes das observadas no mesmo material quando comparado ao
seu tamanho original (ARORA et al., 2012). Essas novas propriedades podem ter potencial
emprego na industria de cosméticos, farmacéutica, medicina, agronegocio, despoluicdo
ambiental e outras (BHUNIA et al., 2012; BIDDLESTONE-THORPE et al., 2012).

Dentre os Nanomateriais (NMs) existentes destacam-se as Nanofibras de Celulose
(NFC) e os Nanotubos de Carbono (NTC). As NFCs sdo NMs atrativos devido as suas
propriedades de hidrofilicidade, flexibilidade, resisténcia mecénica, ampla capacidade de
modificacdo quimica, cardter biodegradavel e proveniente de fontes renovaveis
(KOLAKOVIC et al., 2011). Os NTCs possuem caracteristicas interessantes como peso
ultraleve, elevada resisténcia mecanica, condutividade elétrica e térmica e grande superficie
de contato (BIANCO, KOSTARELQOS e PRATO, 2005).

Por outro lado, a ampla produgéo e disseminacdo de nanoestruturas tém levado a
eventos de contato com organismos Vvivos, em situacGes ainda ndo compreendidas. No que
tange a saude publica, existe a preocupagdo com a exposi¢do ocupacional e de consumidores
aos produtos contendo NMs (KELLY et al., 2008; RAY, YU e FU, 2009; LING et al., 2012).
Com relagdo a ecotoxicidade, a liberacdo de NMs em diferentes compartimentos ambientais
(&gua, solo e ar) pode resultar na sua maior biodisponibilidade e acimulo ao longo das
cadeias alimentares (OBERDORSTER, OBERDORSTER e OBERDORSTER, 2005a),
causando impactos no ecossistema. Portanto, ha um consenso que para 0 Seguro
desenvolvimento da nanotecnologia, € essencial a avaliagdo dos potenciais efeitos adversos
dos NMs na saude humana e ambiental. Até 0 momento, sdo escassos 0s conhecimentos dos
efeitos das NFCs e dos NTCs, especialmente com relacdo aos nanotubos multicamadas
(Multi-wall carbon nanotubes - MWNTS). Alguns estudos observaram toxicidade in vitro de
NFCs em células pulmonares humanas (CLIFT et al.,, 2011) e genotoxicidade em células

vegetais (LIMA et al., 2012). Em se tratando de NTCs, efeitos toxicos foram observados em
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fibroblastos murinos e celulas epiteliais humanas (KISIN et al., 2011; SARGENT et al., 2012;
CANCINO et al.,, 2013). No ambito da ecotoxicidade, alguns trabalhos investigaram o
impacto de NTC em microalgas consideradas bioindicadores de qualidade ambiental
(BLAISE et al., 2008; SCHWAB et al., 2011), porém para as NFCs nao sdo conhecidos seus
efeitos nesses modelos bioldgicos. Portanto, 0 conhecimento ainda € escasso sobre a acéo
desses NMs em modelos animais e no ambiente.

Dentre as diversas aplicacdes desses promissores NMs, ressalta-se a utilizacdo de NTC
como carreadores ndo virais de DNA na transfeccdo de células e embrides de mamiferos. Os
métodos disponiveis para transfeccdo génica em embrifes possuem limitagdes, fato que
estimula o desenvolvimento de novos métodos alternativos de carreamento de genes de
interesse. Os NTCs apresentam afinidade por acidos nucleicos, podendo assim representar
uma nova alternativa de carreadores na transfeccdo génica (CHEUNG et al., 2010; NEAGOE
et al., 2012), beneficiando areas como a terapia génica, estudo de doencas humanas e
producdo de proteinas terapéuticas por animais transgénicos.

O objetivo deste estudo foi avaliar os potenciais efeitos toxicos de NFCs e MWCNTS
em diferentes modelos bioldgicos (microalgas, células e embrides de mamiferos) e a aplicacdo
dos MWCNTSs na transfeccdo génica em células e embrides de mamiferos.

1.1 NANOTECNOLOGIA

1.1.1 Defini¢ao de nanotecnologia

O prefixo “nano” ¢é derivado da palavra Grega para “ando” e significa um bilionésimo
(10°) de um metro. O conceito inicial de nanotecnologia foi introduzido pelo fisico Richard
Feynman em 1959 (FEYNMAN, 1960) na palestra intitulada “ha mais espago 1a embaixo”,
em que ele sugeriu a manipulacdo dos atomos para a constru¢do de novos materiais. Assim, a
nanotecnologia consiste no desenho, producéo e aplicagdo de materiais na escala nanomeétrica
(Fig. 1) com o objetivo de produzir novos materiais nanoengenheirados para serem aplicados

nas mais diversas areas.
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Bola de futebol Cabelo Hemécias Virus da Herpes I?.ul;reno
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Nanotubos de carbono
(10 a 50 nm)

Molécula de agua

Figura 1. A escala nanométrica dos materiais. Fonte: Adaptado de NOHYNEK e DUFOUR (2008)

Os NMs séo classificados pela norma International Organization for Standardization
(1SO) como estruturas elementares que possuem pelo menos uma de suas dimensdes entre 1 e
100 nm (ISO TS/27687, 2008). O numero de dimensdes destes elementos determina suas
diferentes formas e propriedades: (a) trés dimens6es inferiores a 100 nm (nanoparticulas); (b)
duas dimensdes inferiores a 100 nm (nanotubos e nanofibras); (c) uma dimenséo inferior a
100 nm (nanofilmes) (BYSTRZEJEWSKA-PIOTROWSKA, GOLIMOWSKI e URBAN,

2009). Na Figura 2 sdo demonstradas algumas possiveis formas dos NMs.

O e,

a) nanoparticula b) nanofibra c) nanofilme

Figura 2. Diagrama esquematico demonstrando as principais formas dos nano-objetos. Fonte: Adaptado da
norma ISO TS/27687 (2008).

Os NMs podem ter origem natural ou antropogénica, sendo que o0 primeiro grupo
engloba, por exemplo, os produzidos e liberados nas queimadas e emissdes vulcanicas,

enquanto o segundo inclui os que sdo produzidos em consequéncia de atividades humanas,
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tais como nos processos de refinacdo, soldadura, producdo de alimentos ou combustdo de
automoveis (BUZEA, PACHECO e ROBBIE, 2007). Os NMs manufaturados sdo aqueles
produzidos pelo homem de maneira intencional, com propriedades fisico-quimicas
relacionadas a aplicacdo final do produto (HANDY, OWEN e VALSANI-JONES, 2008).
Durante o processo de fabricacdo, o arranjo de a&tomos e moléculas dos NMs é modificado
visando-se um produto final mais resistente, barato, leve, preciso e adequado. Os NMs mais
pesquisados sdo os baseados em carbono (AHMED et al., 2009; CICCHETTI et al., 2011),
em metais (BRAYNER et al., 2010) ou polimeros (AZEREDO et al., 2010; ABRAHAM et
al., 2012). Esses NMs podem ser sintetizados por diversos métodos, porém, todos eles sdo
divididos nos processos top down ou métodos de cima para baixo e bottom-up ou métodos de
baixo para cima. No método top down as estruturas maiores sao diminuidas continuamente de
tamanho, até chegarem a dimensdes nanométricas. Os métodos bottom-up utilizam varios
processos quimicos, fisicos e conjugados para organizar os atomos e produzir os NMs
particulados (CHEN et al., 2012).

O crescimento no uso da nanotecnologia é resultado da identificacdo de muitas
propriedades Unicas dos NMs tais como caracteristicas magnéticas, cataliticas, Oticas, elétricas
e mecanicas (ARORA et al., 2012). Essas novas propriedades e fendmenos dos materiais na
escala atbmica e molecular podem ser controlados para novos usos que ndo eram possiveis

com 0s mesmos materiais na sua escala original.

1.1.2 Iniciativas globais

A nanotecnologia € considerada uma das mais promissoras ciéncias desenvolvidas no
século 21, uma vez que € capaz de oferecer solugdes para varios problemas contemporaneos
que ndo foram solucionados com tecnologias anteriores. Esta nova tecnologia permite o
desenvolvimento de compostos e sistemas muito pequenos, mais rapidos e eficientes. A
capacidade de manipular a matéria na escala “nano” promete desencadear uma série de
inovacBes com novos materiais, cuja aplicacdo ira desde as industrias téxteis, embalagens e
alimentos, até para sofisticados procedimentos e tratamentos médicos. O interesse cientifico e
comercial em nanotecnologia é evidenciado, por exemplo, por trés prémios Nobel concedidos
(TOMONAGA, SCHWINGER e FEYNMAN, 1965; KROTO, 1996; GEIM e
NOVOSELOV, 2010) e forte demanda do mercado global.
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A grande expansdo deste mercado nos Ultimos anos € retratada no banco de dados da
Woodrow Wilson, Nanotechnology Consumer Products Inventory
(http://www.nanotechproject.org/inventories/consumer/), onde foram identificados 1.317
produtos contendo NMs, produzidos por 587 empresas em 30 paises no ano de 2012. Tanto 0s
paises desenvolvidos quanto os paises emergentes, como o Brasil, vem investindo na
promoc¢do da nanociéncia e nanotecnologia com o objetivo de obterem uma posicdo de
lideranca nesta area. Esses esforgcos acarretam no rapido avanco das pesquisas, resultando em
um grande nimero de patentes depositadas. De acordo com o projeto Project on Emerging
Technologies os investimentos em pesquisa e desenvolvimento da nanotecnologia em nivel
mundial sdo de $9 bilhdes por ano. Em 2010, apenas os Estados Unidos investiram $1.636
bilhdes em pesquisa nessa area (DELGADO et al., 2010). Estima-se que em 2015 os produtos
oriundos da nanotecnologia irdo contribuir aproximadamente com $1 trilhdo de dolares para a
economia global (RAY, YU e FU, 2009).

Devido a importancia crescente do setor da nanotecnologia para os mercados globais,
envolvendo areas como a ciéncia dos materiais, engenharia de precisdo, eletrdnica e
biomedicina, foi celebrado um acordo de cooperacdo cientifica e tecnoldgica entre a Unido
Europeia e os Estados Unidos da América, e entre a Unido Europeia e a China. Por meio
destes acordos, as organizacdes e empresas de investigacdo envolvidas poderdo participar em
projetos de pesquisas comuns. Atualmente, esta em negociacdo um acordo entre a Unido
Europeia e a RUssia para o desenvolvimento nanotecnologico (http://ec.europa.eu/).

No Brasil, a previsdo de investimento é de R$ 100 milhdes até 2015 (dados do
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo - MCT, http://www.brasil.gov.br). Dentro do
MCT foi criado o Programa Nacional de Nanotecnologia no intuito de ordenar as acles
nacionais nessa tematica e apoiar a formagdo de redes de pesquisa, tais como a Rede
Agronano, Nanobiotec, Renassomo, Renami, entre outras. Do ponto de vista governamental,
foram fomentados féruns de discussdes envolvendo a academia e a industria para trabalhar em
marcos regulatorios. Em 2012, foi instituido o Sistema Nacional de Laboratérios em
Nanotecnologias (SisSNANO) formado por um conjunto de laboratérios dedicados as
atividades de pesquisa, desenvolvimento e inovagdo (P,D&I), em um amplo espectro de
nanotecnologias. O Governo Federal possui ainda acordos de cooperacdo em nanotecnologia
com diversos paises, entre eles Canada, China, Estados Unidos, Unido Europeia, México e

Argentina.
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1.2 NANOFIBRAS DE CELULOSE

A celulose é o principal componente que reforca as paredes de celulas vegetais
(HENRIKSSON et al., 2008). Essa macromolécula consiste numa cadeia linear de
polissacarideo formada por unidades monoméricas de  (1-4)-D-glucopiranose (Fig. 3A). As
NFCs possuem 2 a 20 nm de diametro e poucos micrometros de comprimento e sdo também
conhecidas como nanocristais, whiskers ou nanowhiskers de celulose (AZIZI SAMIR,
ALLOIN e DUFRESNE, 2005; EICHHORN et al., 2010). Esses NMs podem ser obtidos de
vérias fontes, tais como algoddo (TEIXEIRA et al., 2010), legumes (DUFRESNE, DUPEYRE
e VIGNON, 2000), madeira (ABE, IWAMOTO e YANO, 2007), bactérias (MOREIRA et al.,
2009), frutas (ZULUAGA et al., 2009) e tunicina (LEE et al., 2011).

O processo de obtengdo mais utilizado é a hidrolise acida (WANG et al., 2012). Para
se obter suspensfes coloidais de nanofibras, a celulose é submetida ao tratamento de
branqueamento para a purificacdo e remocdo de outros constituintes. Posteriormente, 0
material passa pelo tratamento com &cido para a remocdo da fase amorfa e o material
resultante é neutralizado e tratado com ultrassom. Esses NMs sdo semelhantes a “agulhas” e
sdo considerados cristais sem defeito, seu tamanho e didmetro vdo depender da fonte da
celulose.

As NFCs de algodédo (Fig. 3B) sdo particularmente interessantes, visto que seu teor
de celulose é superior em relacdo as fibras lignoceluldsicas, o que evita 0 processo
intermediédrio de branqueamento para remocdo de outros constituintes ndo celulésicos
(MOHANTYA, MISRA e HINRICHSEN, 2000).

Figura 3. Estrutura de nanofibras de celulose (NFC) A. Unidades de celulose.
B. Imagem de microscopia eletrénica de transmissdo mostrando
suspensdes de NFC de algoddo. Adaptado de Teixeira et al. (2010).
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As NFCs apresentam propriedades mecanicas interessantes devido a sua organizagéo
estrutural, tais como flexibilidade, leveza, resisténcia, grande area de superficie e baixa
densidade (1,6 g cm®) (STURCOVA, DAVIES e EICHHORN, 2005; DUFRESNE, 2006;
MOON et al., 2011). Esses NMs possuem grupos carboxilas em suas cadeias laterais,
permitindo ligagdes de radicais num processo conhecido como funcionalizagdo (XU et al.,
2013). Outro aspecto atrativo do uso da celulose na escala “nano” é seu potencial carater
sustentavel, uma vez que as nanofibras sdo obtidas a partir de fontes renovaveis,
biodegradaveis, de baixo custo (NISHINO, MATSUDA e HIRAO, 2004; ORTS et al., 2005)
e abundantes em paises emergentes como o Brasil.

Devido as suas caracteristicas, as NFCs podem ser aplicadas em diversas areas.
Estudos apontam potencial uso na medicina para enxertos de peles artificiais, suportes de
crescimento tecidual e na liberagdo controlada de fa&rmacos (HENRIKSSON et al., 2008; LI et
al., 2009). As NFCs também podem ter importante papel no processo de despoluicdo
ambiental, como componente de membranas que possam atuar na filtragem de gases
potencialmente toxicos dispersos no ar (YOON, HSIAO e CHU, 2008), gerando beneficios
diretos para o ambiente e a populagdo. Outra area em expansdo consiste na producdo de
filmes nanocompositos comestiveis contendo esse NM (AZEREDO et al., 2010).

1.3 NANOTUBOS DE CARBONO

Em 1991, Sumio lijima mostrou a existéncia de NTCs (1IJIMA, 1991), e, desde entéo,
varias pesquisas tém sido realizadas, visto que estas nanoestruturas possuem indmeras
possibilidades de aplicacGes. Na Figura 4 estdo representados os al6tropos do carbono com
estrutura cilindrica formada por arranjos hexagonais deste atomo e de dimensbes
nanométricas, variando de 0,4 a 100,0 nm de didmetro e na faixa de 0,2 a varias micras de
comprimento (BARDI et al., 2009; CHEUNG et al., 2010).

Existem duas classes de NTCs: nanotubos de carbono de parede simples ou unicas
(Single-walled carbon nanotubes - SWCNT), que sdo constituidos por apenas uma camada
cilindrica de grafite, e nanotubos de paredes multiplas (Multi-walled carbon nanotubes -
MWCNT; Fig. 5), que sdo constituidos de varios cilindros concéntricos de grafite. Os NTCs
sdo mais comumente sintetizados por deposi¢cdo quimica a vapor. Vapores contendo carbono,
como os hidrocarbonetos (metano e etileno), sdo termicamente decompostos junto com um
catalisador metélico (ferro, niquel ou cobalto) (KARTHIKEYAN et al., 2009). Esses
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compostos sdo aquecidos até 900° C para que se decomponham. Os atomos de carbono
provenientes do gas se agregam nas nanoparticulas do metal dissolvido e crescem entdo a
partir destas particulas. O ferroceno é um dos catalisadores mais utilizado. Posteriormente, ha
uma etapa de purificacdo para eliminar os residuos dos catalisadores. Os NTCs sdo atrativos
por possuirem peso ultraleve, elevada resisténcia mecanica, capilaridade, condutividade
elétrica e térmica e grande superficie de contato (BIANCO, KOSTARELOS e PRATO,
2005). Particularmente, devido as suas propriedades de conducdo térmica, mecénica e elétrica,
0s NTCs podem proporcionar inimeras melhorias nas estruturas dos materiais.

Grafeno

Nanotubo

Figura 4. Alotropos de carbono em diferentes estruturas. Adaptado
de Cheng (2013)

Figura 5. Esquema de nanotubos de carbono. A. Nanotubos de carbono de camada
simples (SWCNT). B. Nanotubos de carbono multicamadas (MWCNT).
Adaptado de Zhang et al. (2010).



31

As aplicagdes potenciais dos NTCs abrangem diversas areas. Na agricultura, esses
NMs tém sido utilizados na analise de pesticidas e incremento no crescimento de vegetais
(FANG et al., 2009; KHODAKOVSKAYA et al., 2009). Na biomedicina, os NTCs podem
produzir avancos importantes em diagnostico, regeneracdo de tecidos, bioengenharia,
biossensores e liberagdo controlada de farmacos (WAN e YING, 2010; YANG et al., 2010;
TONELLI et al.,, 2012; GUPTA et al., 2013). Adicionalmente, podem atuar como carreadores
de DNA, RNA e proteinas visando aplicacdo na terapia génica (KAM, LIU e DAI, 2006;
DELOGU et al., 2009; CHEUNG et al., 2010). Neste contexto, os estudos explorando a
capacidade de delivery dos NTCs abrem novas possibilidades para a aplicacdo na transfeccéao
de transgene de interesse na producdo de animais geneticamente modificados.

O emprego dos NTCs em sistemas biomédicos possui algumas limitacdes relacionadas
a sua acentuada hidrofobicidade, tendéncia de formarem agregados devido as interacdes de
van der Waals entre os tubos, a dificuldade em controlar o seu tamanho, e a presenca de
impurezas decorrentes do processo de sintese (ZANGMEISTER et al., 2007; LEE e
GECKELER, 2010). Para superar esses obstaculos, algumas estratégias vém sendo exploradas
para tornar esses NMs mais biocompativeis. Uma alternativa é a funcionalizagdo que consiste
na adsorcao de moléculas ou complexos moleculares na superficie dos NTCs para alterar suas
propriedades fisico-quimicas (QI et al., 2003). A funcionalizacdo facilita a interacdo dos
NTCs com moléculas organicas, biolégicas ou com outros grupos quimicos, como farmacos
ou DNA (SINNOTT et al., 2002; PANTAROTTO et al., 2004). Alguns trabalhos
demonstraram que a funcionalizagdo das paredes de SWCNT resultou em menor
citotoxicidade a células cultivas in vitro (DUMORTIER et al., 2006; SAYES et al., 2006).
Assim, a funcionalizacdo aumenta o potencial de aplicacdo dos NTC nas areas bioldgicas e
médicas.

Tratamentos quimicos como a oxidagdo em fase liquida com &cido nitrico (HNO3)
adicionam grupos hidroxila (OH"), carboxila (-COOH) e carbonila (-CO) a superficie dos
NTCs que podem servir de ancora para a adicdo de outras moléculas (QI et al., 2003).
Patlolla, Patlolla e Tchounwou (2009) e Jagadeesan e Eswaramoorthy (2010) observaram que
a funcionalizagdo torna os NTCs mais dispersos em &gua e facilita sua interagdo com
oligonucleotideos e proteinas. Outra observacdo importante é que a adsor¢do de DNA aos
NTCs aumenta sua biocompatibilidade (O’ CONNEL et al., 2001; BERHANU et al., 2009;
CIOFANI et al., 2010).
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1.4 POTENCIAL TOXICO DOS NANOMATERIAIS

1.4.1 Nanotoxicidade

A nanotoxicologia € um novo ramo da toxicologia que surgiu para estudar os
potenciais impactos adversos dos NMs em sistemas biolégicos (ARORA et al., 2012; LOVE
et al., 2012). O aumento da producdo e uso de materiais nanométricos em diferentes
segmentos tem causado preocupacgdes sobre o potencial impacto desses produtos na saude
humana e no meio ambiente. Enquanto os beneficios da nanotecnologia tém sido amplamente
publicados, as discussdes sobre os potenciais efeitos deletérios sobre a sadde humana e
ambiental estdo em fase inicial de desenvolvimento (SHARMA, 2010). Neste contexto, a
nanotoxicologia pode contribuir de maneira significativa para o desenvolvimento seguro e
sustentavel da nanotecnologia. Os estudos toxicoldgicos e ecotoxicoldgicos que estdo sendo
realizados buscam mensurar o impacto do efeito “nano” sobre 0s organismos. Para este fim,
sdo abordados os parametros fisico-quimicos, rotas de exposicdo, biodistribuicdo,
determinantes moleculares, genotoxicidade e aspectos regulatorios (ARORA et al., 2012).
Adicionalmente, a nanotoxicologia envolve o desenvolvimento e validagdo de testes e
protocolos confiaveis, robustos e seguros para avaliar potenciais riscos da producéo e uso de
NMs (DONALDSON e TRAN, 2004; LEWINSKI, COLVIN e DREZEK, 2008).

1.4.2 Propriedades fisico-quimicas de nanomateriais: efeitos bioldgicos

As propriedades fisico-quimicas dos NMs sdo atribuidas ao seu pequeno tamanho
(area de superficie e distribuicdo de tamanho), composicdo quimica (pureza, cristalinidade,
propriedades eletrénicas), estrutura de superficie (reatividade e grupos de superficie,
revestimento inorganico ou organico), solubilidade, forma, agregacdo e carga
(OBERDORSTER, OBERDORSTER e OBERDORSTER, 2005a; ARORA et al., 2012). Na
escala nanométrica existem forcas e fendbmenos que ndo ocorrem na macroescala. Com a
reducdo das dimensdes dos corpos, as forgas de atrito, gravitacional e de combustdo tornam-
se de menor importancia, por outro lado novas forcas, como a eletrostatica, van der Waals,
browniano, mecénica quéntica aumentam a sua intensidade (DHAWAN, SHARMA e
PARMAR, 2009).
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Alguns estudos sugerem que quanto menor o tamanho dos NMs maior sdo seus efeitos
toxicos (KAGAN, BAYIR e SHVEDOVA, 2005). Com isso, as propriedades que propiciam
aplicagdes tecnoldgicas dos NMs também determinam seus possiveis efeitos adversos (NEL et
al., 2006). O aumento na area de superficie determina o nimero potencial de grupos reativos na
superficie da particula.

Com a diminuicdo do tamanho das particulas a area de superficie aumenta
exponencialmente e uma grande propor¢do de dtomos ou moléculas torna-se potencialmente
reativa. Essa grande reatividade dos NMs pode favorecer maior interagdo com componentes
bioldgicos (SHARMA, 2010), incrementando as atividades que podem ser desejaveis (acdo
antioxidante, capacidade de carreamento de moléculas terapéuticas, penetracdo de barreiras
celulares) ou causarem efeitos indesejaveis (toxicidade, inducdo de estresse oxidativo ou
disfuncgéo celular) (NEL et al., 2006).

A capacidade de aglomeracdo e dispersdo também esta vinculada ao tamanho dos
NMs, que tendem a se unirem devido a acdo das forcas de Van der Waals (GRIEGER et al.,
2010). O processo de agregacdo pode iniciar-se durante a sintese dos NMs, mas torna-se
maior quando em contato com meios de cultura. Cargas presentes nessas solu¢des, como ions
célcio (Ca®") e proteinas do soro, podem favorecer ou impedir a aglomeragdo bem como
influenciar a distribuicdo de tamanho dos agregados (SOHAEBUDDIN et al., 2010).
Murdock et al. (2008) observaram que a aglomeracdo de NMs foi diminuida na presenca de
soro, devido a acdo de proteinas que reduziram a atragdo das nanoparticulas. Durante a
aglomeracdo, o numero de material particulado diminui enquanto a massa permanece
inalterada, influenciando as respostas bioldgicas. Dhawan, Sharma e Parmar et al. (2009)
relataram que NTCs dispersos foram menos citotoxicos quando comparados aqueles
agregados. Estes mesmos autores sugerem alteracdes nas caracteristicas estruturais durante a
aglomeracgao.

Devido ao seu pequeno tamanho, os NMs sdo capazes de entrar no corpo humano por
inalacdo, ingestdo ou penetracdo cutanea. Uma vez dentro dos organismos esses materiais tém
0 potencial de interagir com estruturas intracelulares e macromoléculas por longos periodos
(SHARIFI et al., 2012). NMs menores que 40 nm podem entrar no nucleo, enquanto que 0s
inferiores a 35 nm podem, potencialmente, atravessar as barreiras de prote¢cdo como a hemato-
encefalica (OBERDORSTER et al., 2004; BORM et al., 2006).

Neste contexto, o contato de NMs com organismos podem causar efeitos biologicos

adversos ndo observados pelo mesmo material na sua escala de tamanho natural (Fig. 6).
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Figura 6. Interacdo de nanomateriais com as células: alvos intracelulares e
mecanismos nanotoxicoldgicos. Adaptado de Elsaesser et al.
(2012).

Os efeitos toxicos conhecidos englobam lesGes mecanicas ou peroxidacdo lipidica das
membranas bioldgicas, danos a organelas intracelulares e lesdes ao DNA (ELSAESSER et al.,
2012). Estudos anteriores demonstraram que os NMs podem prejudicar o funcionamento das
mitocondrias (WILSON et al., 2002; HUSSAIN et al., 2005; PHENRAT et al., 2009),
principalmente devido a perda de integridade da membrana mitocondrial (THIBODEAU et
al., 2004), fato que geralmente leva a morte celular. Os NMs também podem prejudicar o
ciclo celular e, consequentemente, a proliferacdo das células. Alguns estudos constataram que
0s MWCNTSs induziram a parada do ciclo celular e apoptose em fibroblastos e linfécitos T
(DING et al., 2005; BOTTINI et al., 2006).

Vérias pesquisas vém sendo desenvolvidas para melhor conhecimento dos
mecanismos de interacdo e entrada de NMs em células, como a endocitose, a incorporagdo
celular e a eficiéncia de transformacdo das particulas na via endocitica (NEL et al., 2006;
AILLON et al., 2009), bem como a resposta fisioldgica, distribuicdo e eliminacdo desses
materiais (POWERS et al., 2007). A incorporagdo de NMs em sistemas vivos levanta varias
indagacOes, pois, dependendo de suas caracteristicas, eles podem se acumular dentro das
células, 6rgdos e tecidos, causando efeitos deletérios imprevisiveis. No interior da celula, os
NMs podem permanecer estruturalmente inalterados, serem modificados ou metabolizados
(DUMORTIER et al., 2006; FISCHER e CHAN, 2007; SANVICENS e MARCO, 2008).
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A interagdo de NMs e as células envolvem desde o contato com a membrana
plasmética a adesdo e penetracdo celular (SHI et al., 2011). No caso de NTCs, alguns estudos
revelaram que estes NMs penetram nas células por endocitose ou passam livremente pela
bicamada lipidica (AHMED et al., 2009; PACURARI et al., 2012). Com relagdo as NFC,
Clift et al. (2011) observaram a presenca desses NMs no interior das células pulmonares
humanas, porém ainda ndo sdo conhecidos 0s mecanismos pelos quais essas nanofibras
entram nas células.

Outro fator que determina a toxicidade dos NMs é a carga de superficie que exerce
influéncia na adsor¢do de ions e biomoléculas, alterando as respostas celulares ou dos
organismos expostos (SHARIFI et al., 2012). Adicionalmente, a carga de superficie é o maior
determinante do comportamento coloidal, que pode influenciar as respostas bioldgicas de
acordo com a mudanca de tamanho ou forma dos NMs devido a formacdo de agregados ou
aglomerados. Em geral, acredita-se que as superficies catibnicas sdo mais toxicas que as
anibnicas por interagirem mais com os grupos fosfolipidios ou proteinas com cargas negativas
presentes na membrana plasmatica (PETKOVIC et al., 2011).

Os NMs podem apresentar diferentes formas tais como fibras, esferas e tubos. Grande
parte do conhecimento sobre a toxicidade forma-dependente é oriunda de experimentos in
vitro. Os efeitos in vivo sd@o poucos conhecidos, mas alguns resultados demonstraram que a
eficiéncia da fagocitose pelos macrofagos € influenciada pela forma dos NMs (VERMA e
STELLACCI, 2010). Por exemplo, Champion e Mitragotri (2006) sugeriram que a endocitose
é mais facil e rapida se os NMs forem esféricos quando comparado a materiais em forma de
tubos ou fibras.

Os NTCs e as NFCs sdo tubos e fibras que possuem uma forma semelhante a “agulha”
(com diametro nanométrico e comprimento micrométrico). NMs com essa forma apresentam
maior &rea de contato com o0s receptores da membrana celular que os NMs esféricos quando o
eixo longitudinal interage com a superficie das células. Assim, a membrana dos macréfagos
ndo consegue exceder a forca maxima de polimerizacdo da actina e esse esforco para tentar
englobar NMs em forma de “agulha” pode causar uma distorcdo da membrana plasmatica
(LU et al., 2010; DOSHI e MITRAGOTRI, 2010). Pelo exposto, os NTCs e NFCs podem
apresentar toxicidade semelhante a fibras de abestos devido a fagocitose parcial desses NMs
(MAYNARD et al., 2004; DONALDSON et al., 2010; SHARIFI et al., 2012). Uma vez que a
fagocitose completa € prejudicada e um fagossomo completo ndo é formado, os radicais livres

e enzimas hidroliticas sdo liberados no meio extracelular gerando respostas inflamatdrias.
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Outra consequéncia da fagocitose frustrada é a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (POLAND et al., 2008). A geracdo desses radicais livres tem sido apontada
como o principal mecanismo de lesdo celular induzida por varios tipos de NMs que
geralmente levam a morte celular (KIM et al., 2009; AHAMED, 2011; SHUKLA et al.,
2011). Ainda, a exposicdo & NMs pode induzir a morte celular por meio da ativacdo de
moléculas e proteinas relacionadas ao controle da apoptose. Por exemplo, Sohaebuddin et al.
(2010) demonstraram que os MWCNTSs estimularam a ativacdo de caspases em fibroblastos.

Por outro lado, alguns trabalhos evidenciaram que os NTCs podem ser inertes e ndo
causam danos aparentes as células em meio de cultivo (DUMORTIER et al., 2006; YEHIA et
al., 2007; BARDI et al., 2009; VITTORIO, RAFFA e CUSHIERI, 2009). A avaliacdo desses
resultados, por vezes antagdnicos, evidencia a necessidade de padronizacdo dos protocolos de
toxicidade e a determinacdo de parametros a serem utilizados nos ensaios, como a
concentragéo e o tempo de exposicéo celular.

Com relacdo as NFCs, relatos cientificos avaliando a sua toxicidade séo
numericamente escassos. Em células pulmonares humanas foi observada baixa toxicidade das
NFCs (CLIFT et al., 2011), porém um trabalho posterior revelou efeitos genotdxicos desse
NM em células vegetais (LIMA et al., 2012). Como as NFCs apresentam morfologia
semelhante aos NTCs, elas potencialmente podem apresentar uma toxicidade morfologica

dependente, o que reforca a necessidade de pesquisas de toxicidade desse novo material.

1.4.3 Rotas de exposi¢do a nanomateriais e risco para a saude publica

Os NMs estdo sendo utilizados para fins comerciais na producdo de semicondutores,
cosméticos, microeletrénicos, catalise, filtragem de agua, além de potencial uso na medicina e
em outras areas, levando a uma exposi¢do humana direta ou indireta a esses materiais (NEL et
al., 2006). De acordo com Som et al. (2010) a exposi¢do humana aos NMs pode ocorrer
durante as etapas de sintese e producdo de produtos contendo nanotecnologia (exposicéo
ocupacional) até a utilizacdo desses mesmos produtos (exposicdo do consumidor) e a
eliminacdo dos NMs e consequente acumulo no ambiente que podera constituir ainda uma
fonte de exposi¢do humana (exposi¢cao ambiental).

O corpo humano possui algumas interfaces de contato com substancias presentes no
ambiente como a pele, o trato gastrointestinal e o trato respiratorio. A principal exposi¢do da

pele aos NMs pode ocorrer durante a aplicacdo intencional de cremes ou tratamentos com
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medicamentos (BOLZINGER et al., 2012; MIHRANYAN, FERRAZ e STROMME, 2012).
Os NMs podem entrar em contato com 0s organismos humanos pelo trato gastrointestinal,
apos a limpeza mucociliar que ocorre no sistema respiratorio ou pela ingestdo direta desses
materiais em alimentos, agua, cosméticos e medicamentos (OBERDORSTER et al., 2005b;
HAGENS et al., 2007).

A exposicao aérea é considerada a mais significativa. Varios estudos epidemioldgicos
tém demonstrado que particulas ultrafinas estdo associadas a doencas respiratorias e
cardiovasculares, resultando em morbidade e mortalidade em determinadas parcelas
suscetiveis da populacdo (VON KLOT et al., 2002; WICHMANN et al., 2002; RYMAN-
RASMUSSEN, RIVIERE e MONTEIRO-RIVIERE, 2006). Os NTCs e as NFCs possuem
similaridades com particulas fibrosas como a forma e a baixa densidade especifica. No caso
dos NTCs, sdo adicionadas outras similaridades como a baixa solubilidade, o que pode
conferir toxicidade similar a observada em fibras, como por exemplo, 0s asbestos
(MAYNARD et al., 2004). Visando uma melhor compreensdo de possiveis efeitos toxico dos
NMs, patologias resultantes da inalacdo de NTCs tém sido objeto de pesquisas na area de
medicina ocupacional e ambiental (TAKAGI et al., 2008; RAVICHANDRAN et al., 2011;
HARALD et al., 2013).

Portanto, esforgcos necessitam ser direcionados para a pesquisa interdisciplinar voltada
para as questdes de toxicidade, epidemiologia, persisténcia e bioacumulacdo de NMs. Essas
informacdes sdo de grande utilidade para a determinacdo de riscos para a salude humana e
ambiental e consequente controle e fiscalizagdo da producgéo de itens contendo nanotecnologia
(YANG et al., 2009).

1.4.4 Nanotecnologia e implicacGes ambientais

O desenvolvimento da inddstria nanotecnoldgica é dependente de estudos na area de
ecotoxicologia para garantir a seguranca da producdo e uso desses materiais (NEL et al.,
2006). Os NMs que sdo liberados no ambiente interagem com o ar, 0 solo e a agua podendo
causar efeitos ainda desconhecidos. No ambiente aquatico, o potencial téxico dos NMs é
dependente de fatores como a solubilidade, estabilidade, mobilidade das suspensdes coloidais
ou da tendéncia a agregacdo em grandes particulas, deposi¢cdo e acumulo nesse ambiente
(NAVARRO et al., 2008). Baveye e Laba (2008) sugeriram que a agregacdo pode ter

impactos na toxicidade, resultando em atividade bioldgica muito diferente daquela observada
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nos materiais dispersos. Por exemplo, o aprisionamento de algas Pseudokirchneriella
subcapitata em agregados de nanoparticulas de didxido de titanio (TiO2) teve maior papel na
toxicidade desse NM nessa espécie (ARUOJA et al., 2009). Como em sistemas aquaticos é
esperada significativa sedimentacdo de agregados de NMs, os sedimentos devem ser
considerados como importantes sumidouros desses materiais langcados no meio aquéatico
(BAUN et al., 2008) e os organismos aquaticos como receptores chaves para 0s NMs. De
fato, estudos com varios NMs em Daphnia magna, demonstraram uma toxicidade dose

dependente desses materiais (ZHU et al., 2009).

1.4.5 Modelos de estudo de toxicidade

Né&o ha davida de que a nanotecnologia oferece a perspectiva de grandes avangos que
prometem melhorar a qualidade de vida e ajudar a preservar o meio ambiente. Entretanto,
como qualquer area da tecnologia que faz uso intensivo de novos materiais e substancias
quimicas, ela traz consigo alguns riscos ao meio ambiente e a saide humana (QUINA, 2004).
A crescente utilizacdo de NMs, principalmente nas areas biomédicas e no agronegécio, gera a
necessidade de melhor entendimento dos mecanismos de interagdo dessas nanoestruturas com
os sistemas bioldgicos. Nesse aspecto, estudos envolvendo a seguranca quimica e
biocompatibilidade sdo fundamentais para a utilizacdo segura dos novos NMs (AHMED et
al., 2009).

Modelos biolégicos sdo comumente utilizados para determinar o potencial de novas
substancias e produtos de causarem danos a saude humana e para outros organismos. Esses
estudos podem ser realizados em modelos in vivo ou in vitro. Em especial, modelos in vitro
fornecem um rapido e eficiente mecanismo para avaliar os NMs por numerosos parametros
toxicologicos (ARORA et al., 2012) que podem fornecer informagGes para o estabelecimento
das concentracOes que causam alteracdes celulares. Algumas das vantagens na utilizacdo de
sistemas in vitro incluem: (1) estudo dos efeitos priméarios nas células alvo na auséncia de
efeitos secundarios causados pela inflamacgéo (efeito basal); (2) identificacdo de mecanismos
primarios de toxicidade na auséncia de fatores fisiolégicos e compensatorios que podem
confundir a interpretagcdo, como ocorre em modelos animais e (3) eficiéncia, rapidez e baixo
custo (HUANG et al., 2010). A citotoxicidade basal consiste nos efeitos adversos resultantes
da interferéncia na estrutura e/ou processos celulares essenciais para a sobrevida, proliferacéo

e/ou fungdo comum a todas as células do organismo (EKWALL, 1995). Assim, a avaliacdo da
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citoxicidade in vitro é importante, uma vez que as funcOes celulares basais suportam as
funcgdes celulares orgdos-especificas. Outras vantagens sdo a reducdo da variabilidade entre os
experimentos, menor uso da substancia teste, gerando menos residuos, e possibilidade de
utilizacdo de linhagens celulares transgénicas contendo genes humanos (TAKHAR e
MAHANT, 2011). Ainda, ensaios de citotoxicidade basal in vitro foram propostos, validados
e empregados como uma importante ferramenta na reducdo do nimero de animais utilizados
na avaliacdo de toxicidade aguda sistémica (VALADARES, 2006).

Os modelos experimentais desejaveis para os estudos de toxicidade e seguranga no uso
de NMs sdo aqueles de provavel contato, como células do tecido epitelial ou organismos
bioindicadores de toxicidade (DHAWAN, SHARMA e PARMAR, 2009). Outro aspecto a ser
considerado no delineamento de estudos de toxicidade, principalmente de novos materiais
potencialmente nocivos, é a utilizacdo de diferentes modelos celulares. 1sso ocorre, pois ja foi
demonstrado que a toxicidade dos NMs também pode ser influenciada pelos tipos de células e
testes de toxicidade utilizados (WORLE-KNIRSCH, PULSKAMP e KRUG, 2006; MAGREZ
et al., 2006). Alguns estudos revelaram que os NTCs podem induzir a apoptose em linfocitos
e células renais humanas e em células epiteliais de camundongos (CUI et al., 2005; BOTTINI
et al., 2006; RAVICHANDRAN et al., 2009), provavelmente por gerar EROs ap6s serem
introduzidos dentro das células (SCHRAND et al., 2007). Entretanto, Yehia et al. (2007)
demonstraram que os NTCs ndo apresentaram efeitos toxicos para células epiteliais humanas
cultivadas in vitro. Adicionalmente, Bardi et al. (2009) e Vittorio, Raffa e Cushieri (2009)
também ndo observaram alteracdes em neurdnios de camundongos e neuroblastomas
humanos expostos aos NTCs. Em um mesmo estudo, os MWCNTSs apresentaram baixa
toxicidade para células epiteliais, moderada toxicidade para fibroblastos e alta toxicidade para
macrofagos (SOHAEBUDDIN et al., 2010). Portanto, a utilizacdo de diferentes modelos
bioldgicos é importante para a melhor compreenséo sobre os possiveis efeitos adversos dos
NMs que podem variar devido a varios fatores.

A interacdo de NMs com a pele tem recebido atencéo, devido ao aumento do uso de
particulas em nanoescala em roupas, cosméticos e protetores solares. A rota de exposicéo
dermal também é importante devido a tendéncia de aglomeracdo dos NMs transportados pelo
ar em superficies que podem entrar em contato com 0 homem (SHINDE et al., 2012). Dentre
as células utilizadas para esse fim, destacam-se os fibroblastos frequentemente empregados
em estudos de nanotoxicidade (SOLMESKY et al., 2011; SABBIONI et al., 2012; BRUGE et
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al., 2013; PERSSON et al., 2013). Essas celulas sdo importantes componentes do estroma que
estdo na matriz extracelular e tecidos de sustentagéo do corpo (SOHAEBUDDIN et al., 2010).

Embrides de animais de experimentacdo podem ser utilizados na avaliacdo dos
potenciais efeitos teratogénicos apds a exposicdo materna aos NMs. Nesse contexto, dados
toxicologicos existentes sobre a interacdo de NTCs em mamiferos ainda sdo incipientes e
foram obtidos em periodos mais tardios de desenvolvimento, o periodo fetal que ocorre apos a
implantacdo (LIM et al., 2011; PIETROIUSTI et al., 2011; ZALGEVICIENE et al., 2012).
Apenas um trabalho abordou a toxicidade de NTC em estégio inicial de desenvolvimento,
porém foram utilizadas células embrionarias (ZHU et al., 2007) e ndo um embrido completo.
Em NFCs, ndo sdo conhecidos seus efeitos em embrides ou fetos de mamiferos. Dentre os
modelos embrionarios mamiferos existentes, 0s bovinos sdo interessantes, pois podem ser
produzidos in vitro em larga escala e possuem permissao ética, por serem provenientes de
oocitos obtidos de ovarios coletados em matadouro. Adicionalmente, embrides bovinos
cultivados in vitro sdo sensiveis a alteracdes no ambiente, tais como temperatura, potencial
hidrogenidnico (pH) e nutrientes (CAMARGO et al., 2006), o que possibilita avaliar a
toxicidade de substancias de interesse. Outro aspecto importante esta relacionado a sua
similaridade com os embrides humanos. Comparativamente aos embrides humanos, os
bovinos apresentam o mesmo didmetro e semelhancas metabolicas, de reprogramacao
genética e ativacdo genémica (BAUMANN et al., 2007; LEIDENFROST et al., 2011).

Adicionalmente, estudos envolvendo a determinacdo de concentracfes possivelmente
seguras de NTCs, que podem entrar em contato com embrides bovinos podem abrir novas
possibilidades de producdo de bovinos transgénicos. A producdo de animais geneticamente
modificados é de interesse para a medicina e industria farmacéutica, pois podem ser
utilizados, além de modelos para doencas, para a producdo de proteinas humanas
recombinantes e xenotransplante (SALAMONE et al., 2006).

No ambito da salide ambiental, as microalgas sdo representantes tipicos de um dos
grupos mais importantes da biocenose aquatica, os produtores primarios (BRAYNER et al.,
2010), assim qualquer alteracdo na dinamica de suas comunidades pode afetar os niveis
tréficos superiores do ecossistema. As vantagens da utilizacdo de microalgas em testes de
ecotoxicidade incluem sua grande sensibilidade as alteragcdes ocorridas no meio ambiente e 0
seu ciclo de vida relativamente curto, 0 que possibilita a observacdo de efeitos toxicos em
varias geracoes (BLAISE et al., 2008; SCHWAB et al., 2011; CLEMENT et al., 2013). Os

testes em microalgas € um dos importantes pilares da regulamentacdo em ecotoxicologia
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(ARUOQOJA et al., 2009, SCHWAB et al., 2011), onde os dados sdo limitados. Dentre as
microalgas utilizadas, destacam-se as verdes unicelulares de agua doce Chorella vulgaris e
filamentosas Klebsormidium flaccidum que crescem rapidamente e suas culturas sao
facilmente preparadas em laboratério (CLEUVERS e WEYERS, 2003).

1.5 APLICACOES POTENCIAIS DOS NANOMATERIAIS

1.5.1 Eletrdnica, energia e ambiente

Os novos NMs em desenvolvimento podem auxiliar no incremento da microeletrdnica
de ultra-alta compactacdo e miniaturizacdo. Em especial, nas tecnologias de informacdo e
computacdo, a nanotecnologia permitird a manipulacdo de quantidades de informacdes
extremamente grandes associadas a rapidas velocidades de processamento em sistemas cada
vez menores (NAYDENOV e BOLAND, 2013).

Na area de energia, estudos apontam para a producdo de células de combustivel ou de
solidos nanoestruturados com potencial de armazenamento eficiente de hidrogénio ou células
solares fotovoltaicas eficientes de baixo custo (SUN et al., 2012; HERR et al., 2013). Outra
possibilidade € 0 uso de materiais hanoengenheirados que permitam um melhor isolamento e
transporte em condutores elétricos resultando em uma iluminacdo mais eficiente.

Os beneficios para o ambiente vem desde a producdo de energia de maneira
sustentavel (LIU et al., 2010a) até o desenvolvimento de sensores e biossensores a partir de
NMs para monitorar a qualidade de agua de fontes naturais e de residuos das atividades
industriais. Pode-se citar ainda a geracdo de membranas e rob&s microscopicos que poderdo
remover substancias nocivas do ar, agua e solo (YOON, HSIAO e CHU, 2008; RAY, YU e

FU, 2009), mitigando possiveis impactos ambientais.

1.5.2 Agronegocio

As aplicacbes da nanotecnologia no agronegdcio contemplam toda a cadeia, incluindo
as etapas desde a producgdo agricola até o beneficiamento e desenvolvimento de produtos para
0 consumo. A nanotecnologia ja vem sendo aplicada na melhoria da fertilidade do solo, na
producdo e melhoria de sementes, na fabricacdo de nanossensores destinados ao

monitoramento da salde animal, nas analises de solo com o intuito de reduzir o uso intensivo
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de agrotoxicos (FANG et al., 2009; KHODAKOVSKAYA et al., 2009; NAIR et al., 2010).
Outros setores que se destacam sdo a producdo de filmes, revestimentos comestiveis e
embalagens bactericidas para alimentos utilizando NMs (AZEREDO et al., 2010).

No Brasil, alguns dos resultados ja obtidos englobam o desenvolvimento de
revestimentos de biopolimero que aumentam o tempo de conservacao de frutas e a “lingua”
eletrbnica que possibilita a classificacdo do café com uma margem minima de erro (SANTOS
JUNIOR e CHAIN, 2009).

Outra aplicacdo potencial é a utilizacdo da capacidade de entrega (delivery) dos NMs
para o carreamento de acidos nucleicos destinados a producdo de animais transgénicos com
caracteristicas de interesse. Bovinos geneticamente modificados resistentes a doencas
(mastite) ou produzindo leite enriquecido com proteinas ja foram gerados (WALL et al.,
2005; SALAMONE et al., 2006), porém em numero limitado, principalmente pela baixa
eficiéncia das metodologias disponiveis para gerar embrides geneticamente modificados.
Portanto, a nanotecnologia pode representar uma alternativa para a producdo de animais

domeésticos transgénicos.

1.5.3 Medicina e induUstria farmacéutica

A nanomedicina consiste na aplicagdo da nanotecnologia na area da salde para
prevenir, diagnosticar ou tratar doencas. Esse novo ramo de pesquisa € um setor muito
promissor e revoluciondrio que visa tratamentos médicos e terapias em diversas areas. Os
setores que recebem grandes esforcos cientificos sdo os de imagem, diagnosticos rapidos,
terapéutica e regeneracdo tecidual (CHEN et al., 2012; DUNCAN et al., 2013). Os
nanossistemas de imagem baseiam-se no uso de NMs, geralmente, semicondutores, metalicos
ou magnéticos, como agentes de contraste para marcacdo in vivo (SANVICENS e MARCO,
2008). Estes novos estudos permitem aumentar a sensibilidade e a qualidade das imagens.

O nanodiagnostico consiste na identificacdo de doencas em seus estagios iniciais em
nivel celular e molecular, mediante a utilizacdo de nanodispositivos e sistemas de contraste
(LIU et al., 2010b; BIDDLESTONE-THORPE et al., 2012). Essa identificagdo répida
propicia o estabelecimento de procedimentos adequados para um eficiente tratamento,
oferecendo assim, maiores possibilidades de cura e recuperacdo do paciente. Recentemente,

varias pesquisas tém sido conduzidas na producao de sistemas em escala “nano” para o uso
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terapéutico de combate ao cancer (NEAGOE et al., 2012; DUNCAN et al., 2013; ZHANG,
ZENG e LI, 2013).

A nanomedicina regenerativa visa a reparagdo de tecidos e 6rgdos acometidos por
patologias ou danificados, mediante a associagdo de NMs com outras biotecnologias (por
exemplo a terapia génica, a terapia celular, a liberagdo de sustancias regenerativas e a
engenharia de tecidos), estimulando os proprios mecanismos de reparacdo do corpo humano.
As principais estratégias nanotecnoldgicas nessa area consistem na producdo de novos
materiais e sistema de suporte que estimulem a diferenciagéo e proliferagdo celular (WAN e
YING, 2010; TONELLI et al., 2012). Em teoria, no futuro, micro robds baseados em NMs
poderdo ser injetados dentro do organismo para combater doencas causadas por virus ou
bactérias, bem como remover células cancerosas (RAY, YU e FU, 2009).

Na industria farmacéutica, os NMs podem ser utilizados para liberacdo controlada de
farmacos, o que reduz tanto a quantidade, como os efeitos colaterais de determinados
medicamentos (GAO, PANG e JIANG, 2013; ZHANG, ZENG e LI, 2013).

1.6 NANOTUBOS DE CARBONO COMO CARREADORES GENICOS

A introducdo de genes exdgenos nas células é uma etapa crucial para o
estabelecimento da terapia génica (SAKALI et al., 2006), estudo da regulacdo de expressao
génica e doencas humanas (WHEELER, WALTERS e CLARK, 2003; HOUDEBINE, 2005)
bem como na producdo de proteinas terapéuticas por animais transgénicos (SALAMONE et
al., 2006). As pesquisas que promovem o desenvolvimento ou o aperfeicoamento dos
sistemas de carreamento de material genético propiciam maior eficiéncia na modificacéo
genética e producdo de transgénicos. Em bovinos, a transgenia pode promover a melhoria da
qualidade do leite, aumento da resisténcia a doencas e secrec¢do de biofarmacos pela glandula
mamaria (DONOVAN, KER e WALL, 2005; SABIKHI, 2007; ZHANG et al., 2008). Em
adicdo, a geracdo de animais geneticamente modificados auxilia na criacdo de modelos para
estudos de doencas (CUELLO et al., 2010). Contudo, a eficiéncia de producdo de embrides
transgénicos ainda é baixa, principalmente devido a falhas na transfecg¢do e integracdo do
transgene nas células embrionarias.

Véarios métodos tém sido desenvolvidos para o estabelecimento de um eficiente
sistema de carreamento génico. Os sistemas existentes para células somaticas utilizam
carreadores virais (SCHIRMER et al., 2007; MITTERMEYER et al., 2012) ou néo virais que
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incluem os métodos fisicos ou quimicos (KAMSTOCK et al., 2006; TOLEDO et al., 2009;
GUO et al., 2012). A transfeccdo com carreadores virais tém apresentado bons resultados,
devido a sua habilidade natural em penetrar nas células e assumir o controle da replicagéo,
transcricdo e traducdo. Porém, estes carreadores possuem algumas limitacdes como a
toxicidade, baixa capacidade de carga génica, capacidade de causarem tumores, além da sua
dificuldade de utilizacdo em larga escala (LESAGE et al., 2002; MINTZER e SIMANEK,
2009; NUNES et al., 2010). Por outro lado, os métodos fisicos e quimicos que atuam na
modificacdo da permeabilidade da membrana celular tém seu emprego limitado,
principalmente, pela toxicidade (JOSHI e SCHOENBACH, 2002; RITTNER et al., 2002)
além do DNA plasmidial ser geralmente degradado no citoplasma antes de chegar ao nucleo
(CAl et al., 2005; WU et al., 2008).

Em embrides, uma das barreiras para se utilizar os métodos de transfeccdo
tradicionalmente usados para células sométicas € a presenca da zona pellcida. Esta estrutura é
formada por glicoproteinas e tem a funcdo de proteger o od6cito e o embrido contra infec¢bes
(JOVINE et al., 2005; GUPTA et al., 2009), impedindo uma provavel perda da viabilidade
embrionaria. Desse modo, estratégias utilizando fusdes entre membranas para a introducéo de
carreadores ndo atingem seu objetivo de carrear o material a ser transfectado para dentro dos
embrides. Assim, 0s métodos de transfeccdo para produzirem animais transgénicos devem ser
capazes de penetrar a zona pelucida. As técnicas atualmente mais empregadas para este fim
incluem a microinjecdo de &cido desoxirribonucleico (DNA) dentro do prondcleo
(MOISYADI, KAMINSKI e YANAGIMACHI, 2009) e a transferéncia de DNA mediada por
espermatozoide, também conhecida como injecdo espermatica intracitoplasmatica
(Intracytoplasmic sperm injection - ICSI), bem como a associacdo da transferéncia nuclear
com celulas somaticas (TNCS) utilizando células somaticas geneticamente modificadas.
Porém, estas técnicas apresentam baixas taxas em bovinos (POWELL et al., 2004; ROBL et
al., 2007), além de serem laboriosas e exigirem equipamentos especializados.

Outra alternativa tem sido o uso de carreadores virais (HOFMANN et al., 2004), mas
além dos potencias efeitos adversos conhecidos para células somaticas, com essa metodologia
h& necessidade de remoc¢éo da zona pelucida, o que aumenta a manipulacdo das estruturas e
pode ocasionar a diminuicdo da viabilidade embrionéria.

Pelo exposto acima, o desenvolvimento de métodos alternativos e eficientes de
transfeccdo génica, que superem as limitagdes citadas tanto para células somaticas quanto

para embrides, € de suma importancia para o aprimoramento da producdo de animais



45

transgénicos. Mais recentemente, 0 uso da nanotecnologia em processo de transfeccdo génica
tem sido empregado em diferentes tipos celulares (CAI et al., 2005; SINGH et al., 2005;
KAM, LIU e DAI, 2006; WU et al., 2008; AHMED et al., 2009; DELOGU et al., 2009;
NUNES et al., 2010; NEAGOE et al., 2012). Essas pesquisas abriram novas possibilidades
para a entrega eficiente de DNA exdgeno em células somaticas ou embrides de bovinos.

Os NTCs possuem caracteristicas desejaveis para serem utilizados como carreadores
de DNA, tais como: grande superficie de contato, estabilidade e por interagirem com 0s
acidos nucleicos mediante interagdes hidrofébicas, nas quais a fita de DNA enrola-se
espontaneamente em torno dos NTCs (RAJENDRA et al., 2004; ENYASHIM, GEMMING e
SEIFERT, 2007).

Gao e Kong (2004), utilizando simulacdo molecular observaram que moléculas de
DNA podem ser encapsuladas dentro ou ao redor dos NTCs. As bases de nucleotideos
interagem com 0s NTCs ou com as proteinas por interacdes hidrofébicas via pi-stacking (Fig.
7) que ocorrem entre anéis aromaticos ou via forca de van der Waals enquanto 0s grupos
fosfatos da molécula de DNA interagem com a dgua (ZHENG et al., 2003; GIGLIOTTI et al.,
2006; VARDHARAJULA et al., 2012). Essa organizagdo ocorre devido ao fato das moléculas
de DNA serem anfipaticas, enquanto os NTCs apresentam caracteristicas hidrofébicas (LI,
WU e LI, 2009).

Proteinas <—.5 7

Figura 7. InteracBes entre NTC e DNA (esquerda) ou entre NTC e proteinas (direita). Adaptado de
Vardharajula et al. (2012).

O processo de encapsulamento dos &cidos nucleicos dentro dos NTCs favorece sua
protecdo contra degradacdo por nucleases celulares (PATIL et al., 2008; WU et al., 2008;
CHEUNG et al., 2010). Adicionalmente, a ligacdo ndo-covalente dos acidos nucléicos na
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superficie dos NTCs aumenta a eficiéncia da liberacdo do conteudo quando este carreador
encontra-se dentro da célula (LIU et al., 2005; SINGH et al., 2005; DELOGU et al., 2009).
Entretanto, a eficiéncia da transfeccdo utilizando NTCs pode ser influenciada pelo tipo
celular, tamanho e/ou pelo método de funcionalizacdo dos NTCs (PANTAROTTO et al.,
2004; AHMED et al., 2009; LIU et al., 2012).

Os NTCs podem ser construidos e acoplados a plasmideos contendo o gene de
interesse e um gene repérter (marcador). Posteriormente, em contato com 0s embrides, 0s
complexos NTC:DNAs podem ser incorporados pelas células em divisao e, apds sucessivas
mitoses, o0 transgene tem o potencial de ser propagado para as células em desenvolvimento.
Para monitorar a presenca do transgene dentro das células, a maioria dos estudos utiliza um
gene reporter que expressa a proteina verde fluorescente GFP (green fluorescent protein).
Essa proteina emite fluorescéncia verde apos ser excitada por meio de luz ultravioleta. Assim,
a expressdo da proteina GFP pode ser detectada, de forma direta, com o uso de microscopia
de fluorescéncia (CHENG et al., 1997).

Estudos demonstraram que os NTCs penetram nas células somaticas por endocitose ou
passam livremente pela bicamada lipidica (KAM, LIU e DAI, 2006; AHMED et al., 2009) e
podem atingir o nucleo celular, aumentando a eficiéncia de transfecgdo (CAI et al., 2005).
Contudo, em embriGes ndo se sabe se os NTCs sdo capazes de passar pela zona pellcida e
atingir os blastdmeros. Adicionalmente, ndo sdo conhecidos estudos que avaliaram a
capacidade de NTCs carrearem material genético para o interior de embriGes de mamiferos.

Neste contexto, a presente tese pretende avaliar os eventuais efeitos toxicos de
MWCNT e NFC em celulas de mamiferos e de microalgas, bem como uma nova aplicacao
biotecnologica de MWCNT na transferéncia de genes de interesse para fibroblastos e

embrides de mamiferos.
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2 HIPOTESES

- O impacto da interacdo dos NMs (NFCs, MWCNTs ndo funcionalizados e MWCNTSs
funcionalizados com carboxila — MWCNT-COOH) com diferentes sistemas bioldgicos
(microalgas, células e embrides de mamiferos) pode variar de acordo com a faixa de

concentracgdo e caracteristica dos organismos estudados.

- Os MWCNT-COOHSs podem ser utilizados como carreadores alternativos para a transfeccéo

génica em células e embrides de mamiferos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os potenciais efeitos toxicos de NFCs, MWCNT ndo funcionalizados e
MWCNT funcionalizados com carboxila (MWCNT-COOH) em diferentes modelos
bioldgicos (células e embrides de mamiferos e microalgas), e a aplicagdo dos MWCNT-

COOHs na transfeccdo génica em células e embrifes de mamiferos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Estudos de toxicidade

e Avaliar o potencial citotoxico de NFCs e MWCNT-COOH em fibroblastos bovinos
cultivados in vitro.

e Analisar o potencial embriotoxico de NFCs e MWCNT-COOH em blastocistos
bovinos produzidos in vitro.

e Examinar o potencial efeito ecotoxicoldgico de NFCs e MWCNT em microalgas

cultivadas in vitro.
3.2.2 Ensaios de transfeccédo génica
e Estudar a capacidade dos MWCNT-COOHSs atuarem como carreadores na transfeccao

de plasmideos marcados com GFP (proteina verde fluorescente) em fibroblastos e

embrides bovinos cultivados in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DENILEAMENTO EXPERIMENTAL

Nas Figuras 8 e 9 estdo demonstrados os esquemas dos ensaios de toxicidade e
transfeccdo génica, respectivamente.

Estudos de
Toxicidade
Efeitos de Efeitos de Efeitos de
NFCs MWCNT-COOH MWCNT
Fibroblastos || Embrides Microalgas Fibroblastos Embrides Microalgas
bovinos bovinos bovinos bovinos

Figura 8. Desenho geral dos estudos de toxicidade in vitro de NFCs e MWCNTs em diferentes modelos
bioldgicos: fibroblastos e embrides bovinos e microalgas de &gua doce (Chlorella vulgaris e
Klebsormidium flaccidum).

Aplicagdes em Transfeccéo
Génica

MWCNT-COOH

Fibroblastos bovinos Embri6es bovinos

Figura 9. Desenho geral dos estudos de transfeccdo génica utilizando MWCNT-COOH em fibroblastos e
embrides bovinos.

Experimento 1:

e Foram analisados os efeitos da exposi¢édo de fibroblastos bovinos cultivados in
vitro as NFCs e aos MWCNT-COOQOHSs por meio de ensaios de citometria de
fluxo que determinaram os efeitos da interacdo dos NMs na viabilidade e

morfologia celular.
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Experimento 2:

Foram analisados os efeitos da interacdo de NFCs e MWCNT-COOHs com
embrides produzidos in vitro. Para tanto, fez-se a analise de desenvolvimento
embrionario, expressdo génica de biomarcadores de pluripoténcia embrionaria
(Histona deacetilase - HAD1 e Octamero-binding transcription factor 4 -
OCT4), estresse celular (Heat shock protein 70.1 - HSP70.1 e Peroxiredoxina -
PRDX1), controle da apoptose (B cell leucemia 2 associated X protein - BAX)

e quantificacdo do numero celular e apoptose in situ.

Experimento 3:

Foram examinados os impactos de NFCs e MWCNTSs néo funcionalizados nas
microalgas de agua doce: C. vulgaris (unicelular) e K. flaccidum (filamentosa)
por meio de ensaios de viabilidade celular, atividade fotossintética, estresse
oxidativo, alteragdes no metabolismo energético e microscopia eletronica de
varredura e transmissdo. Neste experimento foram utilizados MWCNT néo
funcionalizados para um melhor panorama do impacto deste material no
ambiente, uma vez que a funcionalizacdo aumenta a biocompatibilidade dos
NMs.

Experimento 4:

Foi estudada a capacidade de transfeccdo de MWCNT-COOH complexados a
plasmideos marcados com GFP (pGFP) em fibroblastos e embrides bovinos
cultivados in vitro por miscroscopia de fluorescéncia e PCR.

Os experimentos 1, 2 e 4 foram realizados na Embrapa Gado de Leite, com apoio do

laboratério Nucleo de Identificacdo e Quantificacdo Analitica (NIQUA) da Universidade

Federal de Juiz de Fora (UFJF), laboratério de Nanomateriais do Departamento de Fisica

(UFMG) e Laboratério Nacional de Nanotecnologia Aplicado ao Agronegocio (Embrapa S&o

Carlos). O experimento 3 foi realizado no laboratdrio Interfaces, Traitements, Organisation et

Dynamique des Systémes, Université de Paris Diderot 7 (ITODYs, Paris, Franca) durante
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periodo sanduiche.

As NFCs foram produzidas no Laboratério Nacional de Nanotecnologia enquanto os
MWCNT-COOHSs e os MWCNTSs no Laboratério de Nanomateriais da UFMG e gentilmente
cedidos para a execugéo deste trabalho pelo Dr. Luiz Henrique Capparelli Mattoso e prof. Dr.
Luiz Orlando Ladeira, respectivamente.

4.2 EXPERIMENTO 1 — AVALIACAO IN VITRO DA CITOTOXICIDADE DE NFC E
MWCNT-COOH EM FIBROBLASTOS BOVINOS

4.2.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados sdo da Sigma Chemical Co. St Louis, MO, USA, salvo se

especificado de outra forma.

4.2.2 Caracterizacdo dos nanomateriais

4.2.2.1 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Para as analises de MET, preparou-se uma solucdo diluida das NFCs e dos MWCNT-
COOHs, uma gota desta suspenséo foi colocada sobre suportes ultrafinos (grides) de cobre
(400 mesh, Ted Pella - N° 01822) e deixada secar a temperatura ambiente. Transcorridas 24 h,
as amostras foram coradas com solucéo 1,5% de acetato de uranila, por imersdo dos grides
por 2 min nesta solucéo de contraste.

As imagens foram obtidas em um equipamento Philips CM200. As dimensfes
(comprimento e didmetro) foram calculadas com o programa ImageJ (versao 1.42e, dezembro
de 2008).

4.2.2.2 Analise Termogravimétrica e (TG) Termogravimétrica Derivada (DTG)

As temperaturas de decomposicdo térmica das NFCs e dos MWCNT-COOHSs foram
avaliadas empregando-se a técnica de termogravimetria, utilizando-se um equipamento da TA
Q500 (TA Instruments) nas seguintes condi¢des: atmosfera de ar sintético; fluxo 60 ml/min;

razdo de aquecimento: 10 °C/min; intervalo de temperatura: 25 a 900 °C e porta amostra de
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platina. A temperatura inicial de degradacdo térmica ou temperatura de ‘“‘onset” foi
determinada através da curva TG, como sendo a intersec¢do da linha de extrapolagdo do inicio
do evento térmico com a tangente a curva gerada no intervalo da reacdo de decomposicéo das
NFCs ou MWCNT-COOHs.

4.2.3 Dispersao dos nanomateriais em meio de cultura celular

As NFCs e o0s MWCNT-COOH foram esterilizados por autoclave durante 15 min,
Apos este periodo, foram preparadas solugdes estoques dos NMs (5 mg mlt) em meio de
cultura celular Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM; Nutricell, Campinas, SP,
Brasil), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Nutricell) com auxilio de
ultrassom por 2 min, para a completa dispersédo dos NMs.

4.2.4 Cultura de células de fibroblastos

Os fibroblastos utilizados no experimento foram obtidos a partir de um banco de
células criopreservadas em meio DMEM a 20% SFB e 10% de dimetil sulféxido (DMSO),
mantidas em nitrogénio (N2) liquido. Os fibroblastos da linhagem 3447 pertenciam a um
banco de células da Embrapa Gado de Leite, gerado a partir de uma pequena por¢do de tecido
extraida da orelha de uma vaca Gir, localizada no Campo Experimental José Henrique
Bruschi (Embrapa Gado de Leite). Todas as células estavam em 22 passagem no momento do
congelamento.

Ap06s o descongelamento, os fibroblastos (32 passagem) foram cultivados em placas de
4 pogos (Corning) na densidade de 1 x10* células/pogo em meio DMEM, acrescido de 10%
de SFB e 1% antibioticos (10.000 units ml? penicilina e 10.000 pg ml? estreptomicina). O
cultivo foi realizado em estufa incubadora (6100, Napco, Canada) a 37° C, 5% de COzem ar

atmosférico e 95% de umidade.

4.2.5 EXxposicéo dos fibroblastos aos nanomateriais

Para a determinacdo da concentracdo letal mediana (CL50) das NFCs ou MWCNT-
COOHes, isto €, a concentracdo de NMs que causa a mortalidade em 50% das ceélulas in vitro,

os fibroblastos (70% de confluéncia) foram expostos as diferentes concentracGes desses
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materiais por 24h. Para os MWCNTSs foram estudadas as seguintes concentracdes: 0,20; 0,50;
1,00; 100; 200 e 400 pgml™ e no caso das NFCs, foram necessarias maiores concentragdes
para a determinagdo da CL50: 0,20; 0,50; 1,00; 100; 200, 400, 800, 1000, 2000 e 3000 pg ml
1. As células foram mantidas em contato com os NMs em estufa incubadora a 37° C, 5% de
CO2em ar atmosférico e 95% de umidade.

Os testes de citotoxicidade in vitro foram baseados na norma ISO 10993-5 (2009) e em
trabalhos anteriores, nos quais 24 h demonstrou ser um tempo de exposi¢do adequado para
avaliagdo dos efeitos de NMs na sobrevivéncia celular (SAYES et al., 2006; PARK et al.,
2008; SOHAEBUDDIN et al., 2010).

4.2.6 Avaliacdo da viabilidade e morfologia celular por citometria de fluxo

O efeito da adicdo de NFCs e MWCNT-COOHs no meio de cultura contendo
fibroblastos bovinos foi avaliado por citometria de fluxo, utilizando-se o fluor6foro lodeto de
Propideo (IP) como marcador de viabilidade. O IP possui a capacidade de penetrar apenas nas
células com a membrana plasmaética danificada, o que implica na presenca de células em
processo de morte celular.

Apds exposicdo de 24 h as NFCs e aos MWCNT-COOH os fibroblastos foram lavados
trés vezes em tampdo fosfato-salino (PBS; 0,1M; pH 7,4; Nutricell) e tratados com tripsina
0,1% e tris borato etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 0,05% por 3 a 5 min para
desprenderem do fundo da placa. Em seguida, a tripsina foi inativada com DMEM acrescido
de 10% SFB. A suspensao celular foi centrifugada a 18 rotagdo por minuto (rpm) (BE-6000,
Bioeng) por 5 min. Posteriormente, foram adicionados 300 pl de IP (50 pg mI) em PBS ao
meio e os fibroblastos foram mantidos a 37° C por 30 min.

Apos esse periodo, foi realizada a leitura das células no citbmetro de fluxo (FACS
Calibur; Becton Dickinson, San Jose, CA). Com a excitacdo do laser de 488 nm, as células
marcadas com IP emitiram fluorescéncia a 617 nm que foi captada pelo filtro FL2
(fluorescéncia laranja-avermelhada — 585/42 nm) do citdmetro de fluxo. Foram adquiridos
10.000 eventos por amostra em triplicata e os dados analisados no Windows Multiple

Document Interafce for Flow Cytometry (WinMDI 2.9, Joseph Trotter).
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4.2.7 Avaliacéo por microscopia de luz

O crescimento e a morfologia celular foram observados utilizando-se um microscépio
de luz invertido (ICM 405, Zeiss, Alemanha).

4.2.8 Analises estatisticas

Os resultados da viabilidade celular foram avaliados por anélise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Student Newman Keus (SNK) com auxilio
do pacote estatistico SAS (Statistical Analysis System), em sua versdo 9.0. Os valores de P
menores que 0,05 foram considerados significativos. Os resultados foram apresentados como
médias + erro padrdo (EP) da média. Os graficos foram gerados no programa SigmaPlot
2002® para Windows versdo 8.0 (SPSS Inc., 2002).

4.3 EXPERIMENTO 2 - EMBRIOTOXICIDADE DE NFC E MWCNT-COOH EM
EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO

4.3.1 Disperséo dos nanomateriais em meio de cultivo embrionario

As NFCs e os MWCNT-COOHSs foram dispersos em meio de cultivo embrionario
Charles Rosenkran's 2 amino acid (CR2aa) suplementado com 10% SFB com auxilio do

ultrassom (2 min), produzindo uma solucéo estoque (0,5 mg mi?)

4.3.2 Produgéo in vitro de embrides

4.3.2.1 Maturacéo in vitro (MIV)

Ovérios de vacas predominantemente mesticas (Holandés-Gir) oriundos de rebanhos
de gado de leite da regido de Juiz de Fora, foram coletados no matadouro local para a
obtencdo dos odcitos imaturos. Os ovarios foram obtidos logo apos o abate e transportados
para o laboratorio em solugdo fisioldgica, acrescida de penicilina e estreptomicina a
temperatura de 35° C para a aspiracdo de odcitos imaturos e MIV. Foram aspirados foliculos

visiveis com diametro de 2 a 8 mm.
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Os oocitos foram distribuidos aleatoriamente em pocos de placas tipo Nunc com 400
ul de meio Tissue culture medium 199 (TCM 199), suplementado com 2 pg ml™ de horménio
foliculo estimulante (FSH; Pluset, Barcelona, Espanha) e soro de vaca em cio (10%) e

mantidos em incubadora com 5% de CO3, ar atmosférico e 38,5° C, por 24 h.

4.3.2.2 Fecundacéo in vitro (FIV)

Apo6s 24 h de MIV, os o6citos foram fecundados in vitro com sémen descongelado de
touro da raca Gir. O sémen utilizado foi testado previamente no laboratério quanto a
capacidade de desenvolvimento de embribes de FIV, de modo que, utilizou-se a mesma
partida de sémen durante todo o experimento. Para a selecdo dos espermatozoides foi usado o
método do gradiente de Percoll (Nutricell) com as concentracBes de 45% e 90% (PARRISH,
KROGENAES e SUSKO-PARRISH, 1995).

A FIV foi realizada em gotas de 100 pl de meio Fert-Talp, acrescido de 10 Ul mI* de
heparina. As gotas continham uma concentracio espermatica de 2,0 x 10° espermatozoides
ml?, e foram cobertas com 6leo mineral e mantidas por periodo aproximado de 22 h em
estufa incubadora com 5% de CO2, umidade de 95%, a 38,5 °C.

4.3.2.3 Cultivo in vitro (CIV) e exposi¢cdo aos nanomateriais

Apos a fecundacdo, os possiveis zigotos foram transferidos para meio de cultivo
embrionario CR2aa suplementado com 10% de soro fetal bovino, e mantidos em incubadora
com 5% de CO, umidade de 95% a 38,5 °C, por 7 dias. Apoés a visualizagéo e avaliagdo dos
blastocitos com o auxilio de estereomicroscopio (Olympus, SZ40, Washington, EUA), eles
foram divididos em 3 grupos: controle, expostos a 0,2 pg mlt de NFC ou MWCNT-COOH
por 72 h. Essa concentragcdo de NMs foi escolhida por néo ter causado citotoxicidade em

fibroblastos bovinos cultivados in vitro.

4.3.3 Avaliacéo da taxa de eclosdo e degeneracao

Os blastocistos permaneceram em contato com 0s NMs por 72 h em incubadora com
5% de CO2, umidade de 95%, a 38,5 °C. Ao final deste periodo, foi feita nova anélise para

avaliar a taxa de eclosdo e degeneracdo embrionaria.
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4.3.4 Expressao génica por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) para os genes HAD1, OCT4, HSP70.1,
BAX e B-ACTINA foram desenhados a partir de sequéncias disponiveis no banco de dados do
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando-se o programa Primer3 (ROZEN e
SKALETSKY, 2000).

O primer para PRDX1 foi produzido de acordo com Mourot et al. (2006). Todos 0s
primers foram sintetizados pela Integrated DNA Technologies (Coralville, 1A, EUA) e estéo
descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncia dos primers especificos, temperaturas de pareamento, tamanho dos produtos e fonte de
acesso as sequéncias no GenBank

Produto Sequéncia do primer Temperaturade  Tamanho do N° de acesso no
pareamento produto (pb) GenBank/
Referéncia
PRDX1 F 5>’TGCCAGATGGTCAGTTCAAG3’ 53°C 224 Mourot et al. (2006)

R5’CCTTGTTTCTTGGGTGTGTTG3’

BAX F 5’ TTGCTTCAGGGTTTCATCCAGGA3’ 64°C 174 NM_173894
R 5’CAGCTGCGATCATCCTCTGCAG3’

HSP70.1 F 5> ACAAGATCACCATCACCAACG3’ 59°C 275 NM_174550
R 5’ TCCTTCTCCGCCAAGGTGTTG3’

HAD1 F 5 GCGGGCGCAAGAACTCTTCCAA3’ 57°C 372 NM_001037444.1
R 5° AGAGTTTGGGAGGGACGGGTTG3’

OCT4 F5° CCCACCCTGCAGCAAATTA3’ 50°C 105 NM_174580.2
R 5’ GCTTGATCGTTTGCCCTTCT3’

B-ACTINA  F 5’GACATCCGCAAGGACCTCTA3 53°C 205 NM_173979
(endégeno) R 5’ACATCTGCTGGAAGGTGGAC3’

4.3.4.1 Extracdo de RNA e sintese de DNA complementar (CDNA)

A extracdo do RNA foi realizada em trés pools de 10 embrides para cada grupo
utilizando-se o kit comercial RNeasy Micro kit (Qiagen, Hilden, Alemanha). A lise celular foi
feita com auxilio do tampao RLT® acrescido de 10% de B-mercaptoetanol (B-ME; Gibco Brl
Life Technologies, Nova York, EUA). O lisado foi homogeneizado, acrescido de solucgéo
etanolica a 70% e transferido para uma coluna de obtencdo do RNA. Para a lavagem foi
adicionado tampdo RW1® e, posteriormente, foi realizada a incubacdo com 10 pl de DNAse
por 15 min. Apds este periodo, ocorreu novamente a lavagem com o tampdo RW1® e com 0

tampdo RPE®. Em seguida, foi feita a adicdo de solucdo etandlica a 80% & coluna e a
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membrana, onde o RNA fica aderido. Em seguida, foi realizada centrifugagdo por 5 min em
temperatura ambiente para secar a membrana. Para elui¢do, foram utilizados 12 pl de agua
livre de RNAse, gerando um volume final de aproximadamente 11 pl (55 ng) de RNA por
reacao.

A transcricdo reversa foi obtida com o auxilio do kit comercial SuperScript 111 First-
Strand Synthesis Supermix (Invitrogen, California, EUA). Foram utilizados 6 ul (30 ng) de
RNA em cada reagdo de sintese de cDNA. Uma reacdo contendo RNA, primer oligo dT,
tampdo de pareamento e agua livre de RNAse/DNAse foi realizada, incubando-se estes
reagentes por 5 min a 65° C. Em seguida, 12 ul de um mix (2X First-Strand reaction mix e
SuperScript 11l RNaseOUT Enzyme mix) foram adicionados a reacao e esta foi incubada a
50°C por 50 min, seguido de 85°C por 5 min. O volume final foi de 20 ul (14.000 ng) de
cDNA por reagéo.

ApoOs a extracdo e transcricdo reversa, 1 ul do RNA e cDNA de cada amostra foram
avaliados em espectrofotdmetro (Nanodrop ND-1000, Wilmington, EUA) para analise da
concentracdo e pureza do material. O cDNA de cada grupo experimental permaneceu

estocado em freezer a temperatura de -80°C, até posterior utilizacao.

4.3.4.2 PCR em tempo real

As reacOes de PCR em tempo real foram feitas com o kit comercial Power SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A reacdo contendo
cDNA, par de primers, Master Mix (dNTPs, 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,
sequido de 45 ciclos de 95° C por 15 seg, temperatura de pareamento especifica para cada
primer (Tabela 1) por 30 seg e extensdo a 60° C por 30 seg. Controles negativos foram
preparados em que o cDNA foi omitido durante a reacdo. Foram feitas reagOes, em triplicata
para cada amostra (de todos os grupos) das respectivas repetices, em placas dpticas de reacéo
de 96 pocos (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), seladas com filme adesivo Optico e
amplificadas no aparelno de PCR em tempo real (ABI Prism 7300Sequence Detection
Systems, Applied Biosystems).

A eficiéncia de cada reacdo foi calculada utilizando o software LinRegPCR
(RAMAKERS et al., 2003). Os valores logaritmicos de fluorescéncia em cada ciclo foram

utilizados para obtencéo da inclinacdo da reta, calculada a partir de regresséo linear simples, e



58

para o calculo do coeficiente de correlagdo de Pearson. Na analise de cada reacdo, somente 0s
pontos com coeficiente de correlacdo entre 0,999 e 1 foram utilizados para o célculo da
eficiéncia. Desta forma, foi possivel obter a eficiéncia de cada reacdo individualmente. A
quantificacdo relativa foi realizada utilizando-se o método do Cycle Threshold (CT)
comparativo, com os resultados expressos em relacdo ao gene de referéncia endégena e um
grupo calibrador (grupo controle). As andlises da quantificacdo relativa dos genes foram
realizadas com o Relative Expression Software Tool (REST®) (PFAFFL, HORGAN e
DEMPFLE, 2002), que possui 0 modelo estatistico Pair Wise Fixed Reallocation
Randomisation TEST® (verséo 384 - Beta, 2005).

4.3.5 Indice apopt6tico embrionario (TUNEL)

A fragmentacdo do DNA foi avaliada como indicador de apoptose em células
embrionarias. Para tanto, utilizou-se o Kit comercial Dead end fluorimetric terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end (TUNEL) System (Promega,
Madison, WI, EUA). Os blastocistos expostos as NFCs e aos MWCNT-COOHs foram
lavados em gotas de 100 ul de PBS acrescida de 0,1% de albumina sérica bovina (bovine
serum albumin — BSA), fixados em formaldeido 4%, lavados novamente e armazenados em
criotubos com PBS a 4° C.

Para a confeccdo das laminas, os embrides foram inicialmente permeabilizados por
imerséo em solucdo de 0,2% de Triton X-100 em solucéo salina fosfatada, e incubados em
gotas de tampdo de equilibrio, mix de nucleotideos, enzima recombinant terminal
deoxynucleotidyl transferase (rTdT) e corante de fluoresceina—12— desoxiuridina-5’-trifosfato
(dUTP), que cora o DNA fragmentado. Os embrides permaneceram nesta condicdo a 37° C
por 1 h em cdmara Umida coberta com papel aluminio. No controle negativo, os embrides
foram incubados com tampdo de equilibrio sem enzima rTdT. No controle positivo, 0s
embrides foram incubados com tampédo de equilibrio, enzima DNAse (para promover a
degradacdo do DNA nas células do embrido) e a enzima fluoresceina-12-dUTP. Passada esta
etapa, os embrides foram transferidos para lamina, corados com 4’6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) em Vectashield (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, EUA), um
corante de fluorescéncia, e recobertos com laminula.

Todos os blastomeros embrionarios foram marcados pelo DAPI e visualizados em azul

no filtro de 460 nm do microscopio de epifluorescéncia (BX 52, Olympus, Washington,
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EUA). As células embrionarias em apoptose foram identificadas no filtro de 520 £ 20 nm,
apresentando-se a cor verde pela absorgdo da fluoresceina. As laminas foram observadas em
microscopio de epifluorescéncia e as imagens foram capturadas utilizando-se o programa
Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA).

Posteriormente, o nimero total de células e o nimero de células apoptéticas foram
analisados utilizando-se o programa Image J. O indice apoptotico foi calculado a partir da

relacdo do nimero total de células e o numero de células contendo corpos apoptoéticos.

4.3.6 Analises estatisticas

Para a anélise estatistica das taxas de eclosdo e degeneracdo foi utilizado o teste de
Qui quadrado. O namero total de células embrionarias, nimero de células apoptoéticas e indice
apoptético foram avaliados por ANOVA e as diferencas entre médias foram comparadas pelo
teste de SNK, com auxilio do programa estatistico SAS 9. Os dados obtidos da quantificacdo
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 medias + EP da média. Os gréficos foram gerados no programa
SigmaPlot 2002°.

4.4 EXPERIMENTO 3 - IMPACTOS DE MWCNT E NFC NAS MICROALGAS
CHLORELLA VULGARIS E KLEBSORMIDIUM FLACCIDUM

4.4.1 Caracterizacdo dos nanomateriais
4.4.1.1 Analise por difracdo de raio X (DRX)

Os difratogramas de raio X foram obtidos a temperatura ambiente e no intervalo de
angulos 26, variando de 5 a 40°. O aparelho utilizado foi um difratbmetro universal de raio X,

Carl-Zeiss-Jena URDSG6, a uma velocidade de 1,2 °C/min, operando a uma poténcia gerada de
40 kV e 20 mA e radiagdo de CuKa (L = 1,5406 A).
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4.4.2 Disperséo dos nanomateriais em meio Bold’s Basal (BB) e agua do Rio Sena

Amostras de agua do Rio Sena foram coletadas no bairro Quai Saint Bernard, proximo
a biblioteca Francois Mitterrand (Sistema de Posicionamento Global - GPS : 48.831039°N,
2.381709°E). Foram mensurados o pH (média de 8,0) e temperatura da agua (média de 11,6°
C). As amostras de agua foram esterilizadas por filtracdo, utilizando-se filtros de acetato de
celulose com poros de didametro 0,22 um (Millipore). Apesar da filtragem, a agua continha
4cidos falvicos e hdmicos. A agua foi mantida a 4°C e representou 0 meio natural de
referéncia para o crescimento de microalgas. A homogeneizagdo das solucdes e a disperséo
dos NMs foram realizadas em banho-ultrasom durante 20 min para a producao de solugGes-
estoques (em meio BB ou agua do Rio Sena estéril) na concentragdo de 1 mg ml*? para os
MWCNTSs e as NFCs.

4.4.3 Cultura de células de microalgas

As microalgas C. vulgaris e K. flaccidum obtidas na algoteca do Museu Nacional de
Historia Natural da Franga, foram gentilmente cedidas pelo Dr. Claude Yéprémian. A
densidade inicial das culturas foi de 5 x 10° cel. mL™* em meio BB ou 4gua do Rio Sena. As
microalgas foram crescidas em frascos erlenmeyer de 250 ml, temperatura controlada
(20+0,5° C), iluminagdo de densidade de fluxo de fotons 50-80 umol m2s? (14 hluze 10 h
escuro) e aeracdo constante.

A exposicdo aos NMs foi baseada na norma 10253:1SO (1995). As microalgas, em
crescimento exponencial, foram mantidas em contato com os NMs (MWCNT e NFC) nas
concentragdes de 0 (controle); 1; 50 e 100 ug ml™ por 24, 48, 72 e 96 h.

4.4.4 Estudo da interacao fisica dos nanomateriais com as microalgas

4.4.4.1 Potencial Zeta (PZ)

A presenca de cargas superficiais foi estimada via analise do Potencial Zeta (PZ) a
partir de aliquotas das suspensdes aquosas dos MWCNT e das NFC em meio BB ou &gua do
Rio Sena. Suspensdes dos NMs em diferentes pHs também foram avaliadas. Estas suspensoes

foram analisadas utilizando-se um equipamento Malverne 3000 Zetasizer NanoZS (Malverne



61

Instruments, UK). Cada suspensao foi avaliada em triplicata e no intervalo de tempo de 0, 24,
48,72e 96 h.

4.4.4.2 Microscopia de luz

A interacdo dos NMs com as células das microalgas foi observada com o auxilio de
microscopia de luz (Zeiss Primo Star) apds 24 h de contato com os MWCNTS ou com as
NFCs (100 pg mIb).

4.4.4.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletrénica de transmissao
(MET)

Apbs 48 h de exposicdo aos MWCNTSs e as NFC (100 pg ml™), as microalgas foram
fixadas em solucdo contendo 2,5% de glutaraldeido e 1,0% de &acido picrico em PBS por 2 h.
Ap0s isto, lavou-se as células trés vezes por 5 min com o0 mesmo tampao. Em seguida as
células foram tratadas com tetroxido de Osmio 1% por 2 h a 4° C e submetidas a uma
desidratacdo a temperatura ambiente em uma bateria crescente de etanol (50%, 70%, 90% e
100%), uma vez por 10 min em cada concentracao.

Para a MEV, terminada a desidratacdo, seguiu-se para a secagem pelo método do
ponto critico em CO2, onde o material ficou desprovido de etanol e entdo montados em
suportes metalicos para observacdo. As amostras dos MWCNTs e NFCs foram montadas em
suportes metalicos (stubs) e posteriormente, o material foi observado em microscopio
eletrénico de varredura, (DSM 940, Zeiss). As imagens foram capturadas digitalmente,
utilizando-se o programa Digital Image Transfer.

No caso da MET o material desidratado passou por infiltracéo e inclusdo em parafina e
foi cortado em ultramicrétomo (Reichert, Jung Ultracut E, Leica). Os cortes foram
contrastados com acetato de uranila etandlico antes de visualizacdo. As imagens foram
obtidas em um equipamento Hitachi H-700 operando com voltagem a 75 kV e equipado com

uma camara Hamatsu.
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4.4.5 Viabilidade celular pelo método de excluséo do Azul de Tripan

A densidade (nimero de células mIt) e a viabilidade celular das microalgas foram
avaliadas com auxilio do contador celular CelloMetter Auto T4 (Nexcelom Bioscience). Para
a avaliacdo da viabilidade celular, as células foram previamente coradas com Azul de Tripan
(0,01%), que avalia a integridade da membrana celular. Para tanto, foram pipetados 40 pl da
cultura com as microalgas de cada triplicata e concentragdo em tubos eppendorf e adicionados
10 pl de Azul de Tripan.

4.4.6 Analise da eficiéncia fotossintética

A eficiéncia quantica méaxima do fotossistema Il (Fv/Fm) foi avaliada utilizando-se o
fluorémetro de amplitude de pulso modulado (PAM, Handy PEA, Hansatech Instruments).
Essa técnica permite avaliar a eficiéncia fotossintética da célula vegetal em estudo.

A fluorescéncia inicial (FO) foi medida em culturas de microalgas previamente
adaptadas ao escuro por 30 min, usando luz 0,1 umol m2 s, e a fluorescéncia maxima (Fm)
ap6s um pulso saturante de 0,8 s (> 3500 pmol m2 s?). A partir destes valores foram
calculados os valores FV/Fm, sendo Fv a fluorescéncia variavel estimada pela diferenca entre
Fm e FO.

4.4.7 Atividade de Superdxido Dismutase (SOD)

Inicialmente as células foram lisadas mecanicamente com o auxilio de esferas (beads)
de silica por 15 min a 15.000 rpm. Posteriormente, foram recuperados os “pellets” contendo
0s componentes intracelulares que foram utilizados para as analises de atividade de SOD e
quantificacdo de ATP.

A atividade da superoxido dismutase foi determinada utilizando o kit SOD 19160,
segundo recomendacfes do fabricante. Esse ensaio usa a xantina e a xantina oxidase para
gerarem radicais superoxidos que reagem com 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-p-
feniltetrazoliumclorido para produzir formazan. Esta reacdo forma formazan, o qual absorve
luz a 450 nm. A inibicdo da producdo do cromogeno € proporcional a atividade da SOD

presente na amostra.
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Primeiramente, adicionou-se 20 ul de cada amostra de acordo com os respectivos
tratamentos e replicatas em uma placa Elisa. Foram adicionados 20 pl de amostra do grupo
controle no branco 2 (B2) e 20 pl de &gua agua deionizada (Milli-Q) no branco 1 (B1) e 3
(B3). Posteriormente, foram pipetados 200 ul de WST (water-soluble tetrazolium salt) em
todos o0s pocgos. Adicionou-se 20 pl de tampdo de diluicdo no B2 e B3. Foram adicionados 20
ul da enzima diluida em cada amostra e no B1.

Posteriormente, a placa foi incubada em estufa a 37°C por 20 min e procedeu-se a
leitura das absorvancias em espectrofotometro, empregando comprimento de onda fixo de 450
nm no equipamento Multilabel Plate Reader (Perkin-Elmer, Massachusetts, MA, USA).

A atividade da enzima SOD (% taxa de inibicdo) foi calculada utilizando a seguinte
equacao:

SOD activity (inhibition rate %) = {[(Ablank 1 - Ablank 3) - Asample - Ablank 2)]/
(Ablank 1 - Ablank 3)} x 100

4.4.8 Bioluminescéncia de ATP

Os niveis intracelulares de ATP foram quantificados com o kit ATP bioluminescent
assay (FL-AA) de acordo com as instrucbes do fabricante. O ATP é essencial na
transformacéo da luciferina em luciferil adenilato, que é o substrato para a enzima luciferase.
A degradacéo do luciferil adenilato em oxiluciferina é uma reacdo que emite luz visivel. Essa
luz pode ser quantificada em um lumindmetro e é produzida em relacéo direta a concentracdo
do ATP, como reagente limitante da reacdo. Foram pipetados 100 ul de cada amostra de
acordo com os respectivos tratamentos e replicatas em uma placa Elisa. Em seguida, foi
pipetado 100 pl de um mix ATP assay contendo enzima e tampéao.

A luminescéncia foi lida em equipamento Envision Multilabel Plate Reader (Perkin-
Elmer, Massachusetts, MA, USA). A concentracdo de ATP foi avaliada comparando-se a

luminescéncia das amostras com uma curva padrdo com concentragcdes conhecidas de ATP.
4.4.9 Anélises estatisticas
Os resultados foram avaliados por ANOVA e as médias comparadas pelo teste de

SNK com auxilio do pacote estatistico SAS, em sua versdo 9.0. Os valores de P menores que

0,05 foram considerados significativos. Os resultados foram apresentados como médias + EP
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da média. Os graficos foram gerados no programa SigmaPlot 2002® for Windows versdo 8.0
(SPSS Inc., 2002).

4.5 EXPERIMENTO 4 - TRANSFECCAO IN VITRO DE FIBROBLASTOS E EMBRIOES
BOVINOS UTILIZANDO MWCNT-COOH CONJUGADOS COM PLASMIDEOS
MARCADOS COM GFP (pGFP)

4.5.1 Obtencao do DNA exdgeno

O plasmideo pLGW foi desenvolvido no Center for Genetic Engineering and
Biotechnology (Cuba) e foi gentilmente cedido pelo Dr. Jorge R. Toledo Alonso da
Universidade de Conceicdo (Chile) para a realizacdo deste estudo. O plasmideo possui 0 gene
que codifica a proteina verde fluorescente (GFP) sob o controle do promotor citomegalovirus
(CMVP) (Fig. 10) e foi utilizado para determinar a capacidade de transfeccdo dos MWCNT-
COOHs.
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Figura 10. Mapa do vetor plasmidial pLGW (pGFP)

4.5.2 Transformagédo em Escherichia coli

A preparacdo das células competentes a partir da Escherichia coli DH50 e sua

transformacdo com plasmideos foi realizada segundo o método de choque térmico. Apos 0
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descongelamento das bactérias E. coli em gelo foi adicionado 1pL do plasmideo em 100 pl de
solucdo de bactérias. Em seguida as bactérias foram incubadas em gelo por 30 min,
submetidas a choque térmico a 42° C por 30 seg e novamente colocadas no gelo durante 2
min. Adicionou-se 1 ml de meio LB (Luria Bertani) sem antibi6tico e deixou-se por 60 min a
37° C, seguindo uma centrifugacdo por 10 min a 14.000 g. As bactérias foram ressuspendidas
em 100 ul de LB sem antibidtico e espalhadas sobre placas de Petri contendo 30 ml de meio
LB-agar suplementado com ampicilina (50 pg ml?). As placas foram incubadas a 37° C
durante 12 h.

No dia seguinte, as colénias que possuiam maior tamanho e se apresentavam mais
isoladas foram selecionadas e cultivadas em 2 a 5 ml de meio LB liquido com ampicilina a
37° C a 225 rpm por 8 h. Posteriormente, efetuou-se o congelamento das col6nias a - 80°C em
meio Caldo de Hanahan (SOB) com 25% (v/v) de glicerol.

4.5.3 Extracao e purificacdo de DNA plasmidial

A purificacdo dos plasmideos foi feita mediante 0 método quimico de purificacdo do
material genético por lise alcalina (SAMBROOK et al., 2001). A extracdo e purificacdo do
DNA foram feitas em grande escala (Maxipreparados) utilizando o Kit Qiagen Plasmid Midi
and Maxi Purification Kits (QIAGEN), segundo as instrucdes do fabricante. O sedimento de
DNA obtido foi ressuspendido em &gua ultrapura estéril e armazenado a -20° C até a sua

utilizacéo.

4.5.4 Determinacdo da concentracéo e grau de pureza do DNA

O método usado para a determinacdo da concentracdo e do grau de pureza de DNA foi
espectrofotométrica utilizando o equipamento NanoDrop 1000 (Termo Scientific). Na analise,
a absorvancia de 260 nm corresponde proporcionalmente a quantidade de acidos nucleicos. O
grau de pureza foi calculado por meio da relagdo A260/A280 onde foram preconizados

valores entre 1,8 e 2,0 nm.
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4.5.5 Digestdo com enzimas de restri¢éo

Apos a quantificacdo espectrofotométrica, procedeu-se a digestdo enzimaética
empregando-se endonucleases de restricdo para confirmar a correta clonagem do plasmideo
pLGW. Os plasmideos foram digeridos com as enzimas BamHI e NCOI (Invitrogen), por 2 h,
a 37° C. Posteriormente, os fragmentos foram submetidos a eletroforese de gel de agarose a
1% por 40 min a 115V e 100 mA em tampdo tris borato etilenodiamino tetra-acético (TBE) e
corados com brometo de etidio (0,5 pug ml™). Por fim, os fragmentos foram visualizados no
aparelho Fugi Fla 3000G Laser Scanner (Fugi FilmCo) (Fig. 11).

5300pb

2000pb 1638k |

1018k

508

Figura 11. Gel de agarose 0,8% em TAE mostrando a digestdo do
plasmideo pLGW com diferentes enzimas de restricao.
Coluna 1: plasmideo pLGW ndo digerido (fragmento de
7558 pb), coluna 2: plasmideos digeridos com BamHI e
liberacdo do fragmento de 600 pb. Coluna 3: plasmideos
digeridos com Ncol e liberacdo dos fragmentos de 2000
e 300 pb. Coluna 4: marcador de peso molecular (MP)
de 1kb (Invitrogen).
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45.6 Formagdo dos complexos MWCNT-COOH:pGFPs e ensaio de retardo da

mobilidade eletroforética

Inicialmente foram realizadas padronizacgdes da relagdo MWCNT-COOH:pGFP (10:1;
5:1 e 1:1) para a obtencdo de taxas razoaveis de células GFP positivas comparado com um
método de transfeccdo ja estabelecido, o polimero catidnico polietilenoimina (PEI). Foram
consideradas as concentracdes de MWCNT-COOH ndo toxicas para fibroblastos bovinos
determinadas nos ensaios de viabilidade celular do experimento 1.

Apo6s padronizagdo, a melhor relagdo foi de 1,5 pg ml"t MWCNT-COOH para 0,3 ug
ml* pGFP (5:1). Posteriormente, foi realizado o ensaio da mobilidade eletroforética em
diferentes condicdes de complexacdo para detectar a eficiéncia da formacdo dos complexos
MWCNT-COOH:pGFP, conforme descrito a seguir:

- MWCNT-COOH:pGFP incubado por 30 min a temperatura ambiente.

- MWCNT-COOH:pGFP em solucdo salina (150 mmol de &cido cloridrico -NaCl)
incubado por 30 min a temperatura ambiente (LIU et al., 2011).

- MWCNT-COOH:pGFP incubado por 30 min em ultrassom com gelo (LADEIRA et
al., 2010).

- PEL:pGFP na relacdo 1:1 - Sistema controle de transfeccdo, conforme descrito por
Toledo et al. (2008).

Os diferentes complexos de MWCNT-COOH:pGFP e PEI:GFP foram submetidos a
eletroforese de gel de agarose a 0,8% e corados com brometo de etidio. A corrida foi realizada

nas mesmas condicdes do item 4.5.5.

4.5.7 Transfeccéo dos fibroblastos

Inicialmente, os fibroblastos foram semeados na densidade de 3 x 10* células/pogo em
placas de 4 pocos (Nunc) por 48 h antes da transfec¢do. As células foram cultivadas em meio
DMEM suplementado com 10% de SFB, 1% de antibiotico e incubadas a 37 °C, 5% CO2 e
95% de umidade. Quando as células atingiram 60% de confluéncia, foram transfectadas com

MWCNT-CHOO ou com o PEI complexados aos plasmideos pGFP. O agente transfectante
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PEI foi utilizado como método de carreamento génico controle na relagdo de 1 ul de PEI para
1 ug de pGFP (1:1), conforme metodologia descrita por Toledo et al. (2008).

Imediatamente antes do momento da transfecgdo, o0 meio de cultura DMEM com soro
foi retirado, as células foram lavadas, duas vezes, com 1 ml de DMEM sem soro. Em seguida,
foram adicionado 400 pL de meio sem soro em cada pogo.

Na transfeccdo com PEI, foram preparadas duas dilui¢bes, uma contendo o pGFP +
glicose (5%) e outra contendo PEI (18 mM) + glicose (5%), ambas totalizando 100 pl cada.
Apo6s rdpida homogeneizacdo em vortex, as solucbes foram deixadas em repouso a
temperatura ambiente durante 5 min. Em seguida, uniu-se a diluicdo de PEl a de pGFP
homogeneizando-se em vortex por cerca de 1 min. O mix permaneceu em repouso durante
mais 15 min.

Os complexos de MWCNT-COOH e pGFP foram formados de acordo com a
metodologia descrita no item 4.5.6. Ap6s a analise de retardo da mobilidade eletroforética, foi
utilizado o complexo MWCNT-COOH:pGFP em solucdo salina (150 mmol de NaCl)
incubado por 30 min a temperatura ambiente. Em etapa posterior a formacao dos complexos
de PEL:pGFP e MWCNT-COOH:pGFP, trocou-se novamente o meio de cultivo para
assegurar que todo o soro fosse removido dos pocos. Em seguida, foram acrescentados aos
tubos dos complexos DMEM sem SFB, totalizando 400 ul de mix total para cada agente
transfectante. Em cada um dos 4 pocos das replicatas foram pipetados 100 pl dos complexos
produzidos, totalizando um volume de transfeccéo final de 500 ul por pogo.

Os complexos MWCNT:pGFP e PEI:pGFP foram mantidos em contato com as células
por 5 h, periodo ap6s o qual o meio foi novamente trocado por DMEM a 10% de SFB e 1%
de antibidtico, procedendo-se normalmente o cultivo.

Foram totalizadas trés repeticGes, cada uma com trés replicatas por tratamento. Abaixo

estdo descritos os grupos de transfeccdo em fibroblastos bovinos:

- fibroblastos cultivados in vitro sem MWCNT-COOH e sem pGFP.

- fibroblastos cultivados in vitro com pGFP puro.

- fibroblastos cultivados in vitro com complexos MWCNT-COOH e pGFP
- fibroblastos cultivados in vitro com complexos PEI e pGFP
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4.5.8 Transfeccdo dos embrides

Os embrides foram produzidos in vitro conforme a metodologia descrita no item 4.3.2.
Ap6s 6 h de fertilizagdo in vitro, embriGes de 1 célula foram expostos aos complexos
MWCNT:pGFP (de acordo com as concentragdes descritas abaixo) em microgotas de 50 pl de
CR2aa sem SFB por 12 h e posteriormente transferidos para meio CR2aa suplementado com
5% de SFB cobertas com 6leo mineral em 5% de Oz, 5% de CO. e 38,5° C por 72 h. Esse
momento de desenvolvimento foi escolhido, pois 0s cromossomos maternos e paternos estéo
descondensados (WALTERS et al., 2006), fato que pode favorecer a incorporacdo do DNA
exogeno.

Nesta etapa, foram avaliadas concentragdes diferentes de MWCNT-COOH conjugados
com carreadores pGFP conforme segue:

- cultivo de presumiveis zigotos fecundados in vitro sem MWCNT-COOH e sem pGFP.

- cultivo de zigotos com complexos de 1 pl MWCNT-COOH (0,2 pg) e 1 ul de pGFP (0,2
Kg) na proporcdo de 1:1 em 50 pul de meio de cultivo.

- cultivo de zigotos com complexos 10 pl de MWCNT-COOH (2 pg) e 1 ul de pGFP (0,2 pg)
na proporc¢éao de 10:1 em 50 ul de meio de cultivo.

- cultivo de zigotos com complexos 20 pl de MWCNT-COOH (4 pg) e 1 ul de pGFP (0,2 pg)
na proporcao de 20:1 em 50 pl de meio de cultivo.

4.5.9 Microscopia de fluorescéncia

A expressdo de GFP nos fibroblastos foi observada 24 h apds a transfeccdo. Para 0s
embrides, a expressdo de GFP foi avaliada em embrides com 2, 4, 8 células (72 h ap6s
fertilizacdo), e posteriormente nos blastocistos com 7 dias de cultivo in vitro. A expressao da
proteina GFP foi observada por microscopia de fluorescéncia usando filtro de 470-490 nm do

microscopio de epifluorescéncia (BX 52, Olympus, Washington, EUA).

4.5.10 Citometria de fluxo

Para os fibroblastos, foram realizadas analises adicionais de expressdo de GFP por

citometria de fluxo. As células previamente visualizadas em microscopia que expressaram a
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proteina GFP foram tripsinizadas, lavadas em PBS, centrifugadas a 18 rpm por 5 min e
ressuspendidas em PBS. Posteriormente, as células foram submetidas ao citbmetro com laser
de 488 nm. As células transfectadas expressando GFP emitiram fluorescéncia a 509 nm que
foram captadas pelo filtro FL1 (fluorescéncia verde - 530/30 nm) do citémetro de fluxo. A
porcentagem de células expressando a proteina exdgena foram determinadas com o auxilio do

software WinMDI versao 2.9.

4.5.11 Deteccdo de GFP por PCR em tempo real

O DNA genbmico dos fibroblastos e dos embrides foram extraidos apds incubacgédo das
células ou dos embriGes em proteinase K (Roche) para a digestdo de proteinas por 2 h a 50° C
e 10 min a 95° C. Os embrifes foram avaliados individualmente e no caso dos fibroblastos
foram utilizados 1 x 10° células por reacdo de PCR. A quantidade e qualidade do DNA
extraido foram analisadas por espectrofotémetro (Nanodrop ND-1000, Wilmington, EUA).
Para a deteccdo do DNA exdgeno inserido no DNA gendémico por PCR foi construido um par
de primers especificos para a amplificacdo de um fragmento de 200 pb do gene da GFP (5’
TGGGCGTGGATAGCGGTTTGAC 3> do  primer forward e foi 5
AAGCCAGTAAGCAGTGGGTTCTCTA 3’ do primer reverse). Cada reacdo de PCR
consistiu de 5 ul de DNA molde, par de primers, 12,5 ul de Master Mix (dNTPs, referéncia
passiva-ROX, SYBER Green) e 0,1 U de DNA polimerase derivada da Thermus aquaticus
(Taqg), em um volume final de 25 pl, foi incubada a 95° C por 10 min, seguido de 40 ciclos de
95° C por 15 seg, temperatura de pareamento de 61° C por 30 seg e extensdo a 60° C por 30
seg.

Os produtos das reacdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%

corados com Brometo de Etideo, conforme metodologia descrita no item 4.5.5.

4.5.12 Analises estatisticas

Dados das técnicas de citometria de fluxo foram avaliados pela ANOVA e a taxa de
embrides transgénicos pelo teste de Qui-quadrado. As diferencas entre médias foram
comparadas pelo teste de SNK com auxilio do programa estatistico SAS 9. Os valores de P
menores que 0,05 foram considerados significativos. Os resultados foram apresentados como

médias + EP da média. Os gréficos foram gerados no programa SigmaPlot 2002®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTO 1 - AVALIACAO IN VITRO DA CITOTOXICIDADE DE NFC E
MWCNT-COOH EM FIBROBLASTOS BOVINOS

5.1.1 Caracterizacado dos nanomateriais

5.1.1.1 Microscopia eletrénica de transmisséo

A Figura 12 apresenta as estruturas tipicas das NFCs e MWCNT-COOHSs obtidas por
MET. As NFCs mostraram didmetro de 6-18 nm e comprimento variando de 85-225 um (Fig
12A, B) enquanto os MWCNT-COOH apresentaram diametro externo de 10 a 50 nm e
comprimento estimado de 5 a 30 um (Fig. 12C, D).

Figura 12. Micrografias de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) de NFC
(A, B) e MWCNT-COOHs (C, D).
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5.1.1.2 Anélise termogravimétrica

A estabilidade térmica das NFCs e dos MWCNT-COOH pode ser verificada através
das curvas TGA/DTG como mostram as Figuras 13 e 14. A Figura 13 apresenta as curvas TG
e DTG para a celulose nas trés etapas de producdo: fibras de celulose (linha vermelha), NFCs
secas em estufa (linha escura) e NFCs liofilizadas (linha verde). A andlise revelou a presenca
de basicamente trés eventos térmicos principais que se referem a etapa méaxima de
decomposicdo dos materiais. As NFCs liofilizadas que foram utilizadas no presente estudo
apresentaram a temperatura de degradacédo de 250°C.
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Figura 13. A: Curvas Termogravimetria (TG) e B: Termogravimetria Derivada (DTG) para as
fibras de celulose, nanofibras secas em estufa e nanofibras liofilizadas.

Para 0s MWCNT-COOHs a degradagdo térmica € manifestada como um dnico evento
principal, refletindo em um pico na curva DTG de 585°C bastante definido (Fig. 14).
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Figura 14. A: Curvas Termogravimetria (TG) e B: Termogravimetria Derivada (DTG)
para 0s MWCNT-COOHs.

Os perfis das curvas termogravimétricas sao semelhantes aos reportados na literatura
tanto para as NFCs (TEIXEIRA et al., 2010) quanto para 0s MWCNT-COOH (WU et al.,
2013).

5.1.2 Analise de viabilidade celular por citometria de fluxo

Nos ensaios com as NFCs, a viabilidade celular ndo foi afetada (P = 0,06) apds a
exposicdo nas concentracfes de 0,02 (92,37 £+ 1,31%), 0,20 (94,00 1,29%), 0,50 (92,33 +
1,35%), 1,00 (92,25 +1,37%), 1,50 (89,93+ 1,17%) e 100 pg mlt NFC (90,78+ 3,20%)
comparada ao grupo controle (94,27 £+ 1,52%) (Fig. 15). Porém, houve reducdo na viabilidade
celular (P= 0,001) nas concentracdes de 200 (86,41 + 5,37%), 400 (86,32 = 1,31%), 800
(76,79 £ 2,74%), 1000 (71,94 + 2,76%) 2000 (67,99 * 4,63%), 3000 (55,97 + 2,37%) e 5000
ug mit NFC (36,51 + 2,58%) (Fig. 15). Portanto, foi constatado que as concentragdes de
NFCs acima de 200 pg ml™? sdo toxicas para fibroblastos bovinos cultivados in vitro. Neste
estudo foi encontrada a concentragdo de NFCs que causou a morte de mais de 50% das

células (5000 pug mi™).
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Figura 15. Andlise da viabilidade celular de fibroblastos expostos as NFCs por citometria de
fluxo. Médias das porcentagens de células vidveis apds exposicdo as concentragles
de 0 (controle); 0,2-5000 pg ml?t de NFC por 24 horas. A linha pontilhada
horizontal representa 50% de morte celular (CL50%) *Diferengas significativas
entre 0s grupos expostos as NFCs e o controle sdo indicados por P=0,001.

Para a determinacdo da concentracdo de MWOCNT-COOH que fosse letal a
aproximadamente 50% das células, utilizou-se inicialmente as mesmas concentragdes que as
utilizadas para as NFCs. Em fibroblastos expostos aos MWCNT-COOHSs, as células nédo
apresentaram alteracdes na viabilidade celular (P=0,52) nas concentra¢des de 0,02 pug ml™?
(89,75 + 1,15); 0,2 ug mi* (90,37 + 1,62); 0,5 ug ml? (88,41 + 1,50); 1,0 ug mlI* MWCNT-
COOH (91,4 £ 0,93) quando comparado ao controle (91,54 + 0,88) (Fig. 16). Porém, nas
concentragdes de 100 pg ml? (65,88% + 1,77), 200 ug mlt (56,64% +1,79) e 400 pg ml
MWCNT-COOH (46,93 + 3,27) a viabilidade celular foi alterada (P=0,001) (Fig. 16).
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Figura 16. Analise da viabilidade celular de fibroblastos expostos aos MWCNT-COOHSs
por citometria de fluxo. Médias das porcentagens de células viaveis apos
exposicdo as concentragdes de O (controle); 0,2-400 pg mlt de MWCNT-
COOH por 24 horas. A linha pontilhada horizontal representa 50% de morte
celular (CL50%).*Diferengas significativas entre 0s grupos expostos aos
MWCNT-COOHSs comparados ao grupo controle sdo indicados por P=0,001.

Os resultados do ensaio de viabilidade celular demonstraram que a concentragdo que
matou mais que 50% das células para 0s MWCNT-COOH (400 pg ml-1) foi menor que para
as NFCs (5000 pg mlY). Esta diferenca, possivelmente esta relacionada a natureza fisico-
quimica desses NMs (CLIFT et al., 2011; ZHANG et al., 2012).

Caracteristicas como tamanho, forma, composi¢do quimica, estrutura de superficie,
solubilidade e agregacao sdo importantes para a compreensdo dos mecanismos de toxicidade
dos NMS (OBERDORSTER, OBERDORSTER e OBERDORSTER, 2005a; ARORA et al.,
2012). Com a diminuicdo do tamanho das particulas a area de superficie aumenta
exponencialmente e uma grande proporcao de &tomos ou moléculas tornam-se potencialmente
reativas (DENG et al., 2009; SHARMA, 2010). As analises de caracterizagdo realizadas no
presente estudo demonstraram que 0s MWCNT-COOH sdo menores em comprimento (5-30
pum) quando comparado as NFCs (85-225 um) (Fig. 12). Devido a esse fato, possivelmente, o

menor tamanho dos MWCNT-COOHs associado a sua composicdo quimica e outras
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caracteristicas fisicas podem ter influenciado seu efeito citotoxico sobre os fibroblastos
bovinos em menores concentra¢fes em relacdo as NFCs.

Os NTCs tem o potencial de lesionar as membranas celulares devido a sua a elevada
resisténcia mecanica (BIANCO, KOSTARELQOS e PRATO, 2005). Adicionalmente, apesar
das NFCs e dos MWCNT-COOH possuirem morfologia semelhante a “agulha” (Fig. 12) que
geralmente leva a toxicidade forma dependente, as NFCs possuem carater biodegradavel
(KOLAKOVIC et al., 2011) que podem determinar menor toxicidade desses NMs.

De fato, no presente trabalho, dados de citometria de fluxo revelaram perda da
integridade das membranas e diminuicdo da viabilidade dos fibroblastos expostos a
concentragdes de 100 pg mlt MWCNT-COOH enquanto em NFCs isso ocorreu em
concentracdes acima de 200 pg ml™.

A concentracdo parece ser determinante para a toxicidade de diferentes NMs
(SOHAEBUDDIN et al., 2010; ZHAO e LIU, 2012). Estudos anteriores demonstraram que as
NFCs em baixas concentrages (0,005-1 pg ml?t) ndo induziram efeitos toxicos em
fibroblastos de camundongos ou células de tecido pulmonar humano (MOREIRA et al., 2009;
CLIFT etal., 2011; LIMA et al., 2012). Similarmente, no presente estudo a concentracdo de 1
ug mli NFC ndo diminuiu a viabilidade de fibroblastos bovinos cultivado in vitro (Fig. 15).
Por outro lado, foram encontradas concentracdes que diminuiram a viabilidade celular a
menos de 50%. Outros estudos constataram que altas concentrages (1000 pg mi?)
acarretaram na maior taxa de morte celular quando comparada as células expostas a menores
concentragdes (10 pg mit) do mesmo NM (MAHMOOD et al., 2010; SOHAEBUDDIN et
al., 2010).

No caso dos NTCs, estes penetram nas células por endocitose ou passam livremente
pela bicamada lipidica (AHMED et al., 2009; PACURARI et al., 2012). Com relacdo as NFC,
Clift et al. (2011) observaram a presenca destes materiais no interior das células pulmonares
humanas, porém ainda ndo sdo conhecidos 0s mecanismos pelos quais essas nanofibras
entram nas celulas. No presente estudo, em ambos os NMs, a medida que foi aumentada a
concentracgdo, a viabilidade celular foi diminuida. A entrada de NMs nas células pode causar
danos as membranas plasmaticas, ao DNA e ao compartimento endossémico (NEL et al.,
2009; LIMA et al., 2012). Nesse estudo, possivelmente, o aumento da concentracdo de
MWCNT-COOH e NFC pode ter resultado em proporcional entrada destes nas células e
causado lesdo em organelas e estruturas celulares, resultando em uma perda de viabilidade

celular dose dependente. Suzuki, Toyooka e lIbuki (2007) constataram que houve maior
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incorporagdo de nanoparticulas de TiO2 por células ovarianas de hamster, quando estas
celulas foram expostas a elevadas concentracGes deste NMs. Contudo, estudos adicionais
ainda sdo necessarios para determinar os mecanismos pelos quais as NFCs e 0s MWCNT-
COOHs induzem a citotoxicidade em fibroblastos bovinos cultivados in vitro.

A toxicidade de MWCNT-COOH em menores concentracfes quando comparada as
NFCs também pode estar relacionada aos mecanismos pelos quais a exposi¢do a esses NMs
induzem a morte celular. A apoptose geralmente ocorre pela produgéo de EROs, danos ao
DNA, deprivacdo de fatores de crescimento ou baixa quantidade de nutrientes
(HENGARTNER, 2000). Os NTCs sdo capazes de induzir a apoptose em diversos tipos
celulares como linfécitos e células renais humanas (CUI et al., 2005; BOTTINI et al., 2006),
fibroblastos e células epiteliais de camundongos (RAVICHANDRAN et al., 2009;
SOHAEBUDDIN et al., 2010), provavelmente por gerar EROs (SCHRAND et al., 2007). Em
NFCs, sdo escassas as informacfes sobre seus efeitos citotdxicos, principalmente aqueles
relacionados aos mecanismos que desencadeiam a apoptose. Um estudo em célula vegetal
revelou que as NFCs podem causar efeitos genotoxicos (LIMA et al., 2012), dano que
geralmente desencadeia a morte celular.

Em baixas concentragcbes os NMs podem causar danos celulares primeiramente pela
producdo de EROs ou danos ao DNA. Por outro lado, em altas concentracdes, possivelmente
fatores adicionais influenciam na intensidade das alteracbes na homeostase celular. Alguns
estudos relataram que 0os NTCs podem alterar a disponibilidade de componentes dos meios de
cultura importantes para a manutencdo das atividades celulares (CASEY et al., 2008; GUO et
al., 2008). Portanto, altas concentracfes de NMs também podem desencadear a morte celular
por diminuir a disponibilidade de fatores de crescimento ou nutrientes nos sistemas de cultivo

in vitro.

5.1.3 Estudo da interagdo dos nanomateriais com os fibroblastos por microscopia de luz

e citometria de fluxo

As imagens de microscopia de luz invertida de fibroblastos expostos as NFCs ou aos
MWCNT-COOHs demonstraram que, no geral, as células apresentaram uma morfologia
tipica de fibroblastos e cresceram em monocamada aderente. Porém, observou-se que
dependendo do NM estudado e quanto maior a concentracdo deste maior a alteracao

morfoldgica celular, tal como pode ser observado nas Figuras 17B-D e 18B-D.
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Figura 17. Fotomicrografias de fibroblastos bovinos incubados por 24 horas com diferentes
concentragdes de NFC. (A) Células cultivadas em meio de cultura celular DMEM
(grupo controle); (B) Células expostas a 100 pug mlt; (C) 200 pug mit (D) e 3000 pg
mlt de NFC. As setas destacam a formacao de agregados. Aumento de 40 X.

Em ambos os NMs verificou-se a formacdo de agregados em cultura, principalmente
em altas concentracdes (Fig. 17 e 18). Ja € bem conhecido que os NMs espontaneamente
possuem a tendéncia de formarem agregados ou aglomerados (RODEA-PALOMARES et al.,
2011). Isso ocorre, dentre outros fatores, devido as interaces de van der Waals que sao
dominantes em materiais na escala “nano” (ZANGMEISTER et al.,, 2007, LEE e
GECKELER, 2010). O processo de agregacdo pode torna-se maior quando em contato com 0s
meios de cultura celular. Os componentes dos meios podem aumentar ou diminuir a
aglomeracéo, dependo da acdo de Ca2+ ou soro, respectivamente (SOHAEBUDDIN et al.,
2010), bem como influenciar a distribuicdo de tamanho dos agregados. A maioria dos
componentes dos meios de cultura favorece a aglomeracdo, porém Murdock et al. (2008)
observaram que a presenca de proteinas pode reduzir a atracdo entre os NMs. Isso ocorre
devido a adsorcdo de proteinas a superficie dos NMs “revestindo-0” ¢ impedindo a interagdo

entre particulas com a mesma composicao.
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Figura 18. Fotomicrografias de fibroblastos bovinos incubados por 24 horas com
diferentes concentra¢des de MWCNT-COOH. (A) Células cultivadas em meio
de cultura celular DMEM (grupo controle); (B) Células expostas a 25 pg mil;

(C) 100 pg mi* (D) e 400 pg ml* de MWCNT-COOH. As setas destacam a
formacéo de agregados Aumento de 40 X.

A aglomeracao diminui a concentracdo dos NMs dispersos, enquanto a massa total de
NM adicionada ao meio de cultura permanece inalterada, influenciando as respostas
biologicas. Wick et al. (2007) e Dhawan, Sharma e Parmar (2009) relataram que os NTCs
dispersos foram menos citotoxicos quando comparados aqueles agregados. Estes mesmos
autores sugerem que a aglomeracdo pode alterar as caracteristicas morfolégicas dos NMs.
Outro possivel efeito consiste na deposicdo dos agregados de NMs sobre a monocamada
celular aderida a placa de cultura acarretando em acdo mecanica sobre as células. Estudos
anteriores reforcam essa hipétese, uma vez que os efeitos nocivos de MWCNTs na
viabilidade celular foram atribuidos a tendéncia desses NMs formarem agregados (SMART et
al., 2006; DAVOREN et al., 2007). Por outro lado, Lima et al. (2012) demonstraram que a
agregacdo de NFCs pode estar relacionada a menores efeitos tdxicos. Assim, a agregacdo ou
aglomeracdo é um importante fator que deve ser avaliado para melhor entendimento do
potencial citotéxico dos NMs (BAVEYER e LABA, 2008).
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Para compreender melhor os efeitos da interagdo das NFCs ou dos MWCNT-COOH e
os fibroblastos bovinos cultivados in vitro, foram realizadas anélises qualitativas de alteraces
da morfologia e tamanho celular por citometria de fluxo. As células exposta a baixas
concentracdes de NFCs ou MWCNT-COOHSs (0,2 a 1,0 ug mIt) ndo apresentaram alteracoes
nos parametros Side Scatter Signal (SSC) e Forward Scatter Signal (FSC) quando comparado
ao grupo controle (Fig. 19 e 20). Entretanto, as células cultivadas em contato com altas
concentragdes de NFCs ou MWCNT-COOHSs apresentaram aumento do SSC e diminuigdo do
FSC (Fig. 19 e 20).

A leitura das células pelo citbmetro é baseada na dispersdo da luz que fornece diversas
informacBes acerca da célula. A medida de dispersdo lateral de luz, chamada SSC esta
relacionada a caracteristica de complexidade interna da célula enquanto a de disperséo frontal
de luz chamada FSC esta relacionada ao tamanho (CAIl et al., 2008). Assim, essas
informagdes sdo Uteis na avaliacdo do tamanho e forma celular.

Estudos anteriores observaram as mesmas alteracdes nos parametros SSC e FSC em
células expostas a diferentes NMs. Cai et al. (2008) observaram que o0 aumento de SSC foi
proporcional a quantidade de NTC complexados as células T de camundongos.
Semelhantemente, Sohaebuddin et al. (2010) e observaram um aumento no parametro SSC
em fibroblastos e macrofagos de camundongos expostos a 100 pg mlt MWCNT.
Nanoparticulas de TiO2 causaram aumento de SSC em células de retina humanas (ZUCKER
et al., 2010). Estes autores atribuiram este aumento a presenca de NMs adsorvidos ou
endocitados a célula. Particularmente, Suzuki, Toyooka e Ibuki (2007) constataram que
elevadas concentragbes de nanoparticulas de TiO, (100 a 1000 pg ml?) causaram maior
aumento no parametro de SSC quando comparado a baixas concentracdes (10 pg ml?). Esses
resultados foram embasados por achados de microscopia obtidos no mesmo estudo que
demonstraram a incorporacdo citoplasmatica dose-dependente de nanoparticulas de TiO>
marcadas com sondas fluorescente.

Células monoblastoides humanas expostas a nanoparticulas de TiO. apresentaram
diminuicdo de FSC e este resultado foi relacionado ao encolhimento celular e alteractes
citoplasmaticas que sao caracteristicas da fase inicial da apoptose (VAMANU et al., 2008).

A citometria de fluxo é uma tecnologia rapida e precisa que analisa as propriedades
Opticas de um grande nimero de células individualizadas e vem sendo utilizada para
monitorar as interacdes fisicas entre os NMs e as células (SUZUKI, TOYOOKA e IBUKI,
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2007; CAl et al., 2008; VAMANU et al., 2008; SOHAEBUDDIN et al., 2010; ZUCKER et

al., 2010).
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Figura 19. Influéncia de diferentes concentracdes de NFCs sobre a morfologia de fibroblastos bovinos
apds 24 horas de cultura in vitro. Citograma bidimensional em dot plot de SSC (escala
logaritima) X FSC (escala linear).
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Figura 20. Influéncia de diferentes concentracfes de MWCNT-COOHSs sobre a morfologia de fibroblastos
bovinos apds 24 horas de cultura in vitro. Citograma bidimensional em dot plot de SSC (escala
logaritima) X FSC (escala linear).

A avaliacdo morfoldgica das células expostas aos NMs é importante, uma vez que o
desarranjo celular estd associado aos processos de morte por necrose ou apoptose. No
presente estudo, as alteraces de SSC e FSC foram mais evidentes em fibroblastos expostos a
maiores concentracdes de NFCs e MWCNT-COOHs quando comparados a menores
concentragdes ou ao controle (Fig. 19 e 20), possivelmente por maior adsorcdo desses NMs a
membrana plasmatica ou seu acimulo no citoplasma. Esses resultados sdo coerentes com 0s
encontrados nos ensaios de viabilidade celular que demonstraram citotoxicidade de NFCs e
MWCNT-COOH em altas concentragdes. A avaliagdo complementar desses parametros
citométricos é importante, pois indica alteracbes da morfologia e tamanho celular decorrentes
de efeitos tdxicos dose dependentes dos MWCNT-COOHs e das NFCs em fibroblastos

bovinos cultivados in vitro.
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5.2 EXPERIMENTO 2 - EMBRIOTOXICIDADE DE NFC E MWCNT-COOH EM
EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO

5.2.1 Efeito dos nanomateriais no desenvolvimento embrionério

N&o houve diferenca nas taxas de ecloséo (P=0,24) e de degeneracdo (P=0,17) nos
embrides expostos as NFCs ou aos MWCNT-COOHSs na concentracéo de 0,2 pg ml™? apos 72
h de contato (Tab. 2). O periodo embrionério pré-implantacional é caracterizado por distintas
fases de alteracGes morfoldgicas que incluem a clivagem, a compactacdo, a expansdo e a
eclosdo. Destas, a eclosdo é um evento critico no desenvolvimento e estd relacionada a
capacidade de sobrevivéncia embrionaria (TRIGAL et al., 2013).

Por outro lado, as taxas de degeneracdo refletem alteragdes no desenvolvimento que
resultaram em parada dos ciclos de divisao celular (MA, YANG e LIANG, 2012) e posterior
morte das células. Assim, a avaliacdo desses parametros é importante para os estudos da

influéncia de NMs no desenvolvimento e sobrevivéncia embrionaria.

Tabela 2 — Taxa de eclos&o e degeneracdo de embrides bovinos cultivados in vitro expostos a 0,2 pg
ml-t de NFC ou MCWNT-COOH por 72 horas.

N Grupos Eclosao* Degeneracao*
(%) (%)

43 Controle 60,76+5,81 5,15+3,38

41 NFC 53,90+4,47 4,22 +£2,59

46 MWCNT-COOH 57,08+2,24 5,82 £3,96

*Teste Qui-quadrado. N&o houve diferenca nas taxas de eclosdo (P=0,24) e degeneracdo (P=0,17)
entre os grupos. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média.

As NFCs e os MWCNT-COOHSs possuem grande potencial de aplicacdo, desde a
indUstria até a biomedicina. Porém, os riscos da exposi¢cdo materna durante o periodo
embrionario sdo poucos compreendidos para os NTCs ou desconhecidos no caso das NFCs.
No que tange o estudo da toxicidade de NTCs em embrides, algumas informacgdes foram
produzidas em espécies aquaticas como os peixes-zebra (CHENG, FLAHAUT e CHENG,
2007; CHENG et al., 2009) e poucos ensaios foram realizados em mamiferos (LIM et al.,
2011; PIETROIUSTI et al., 2011; ZALGEVICIENE et al., 2012).
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Embrides bovinos sdo bons modelos de toxicidade para testes de agentes
potencialmente teratogénicos, pois sdo sensiveis a toxicantes, bem como pelas suas
similaridades morfolégicas e bioquimicas a embries humanos (CAMARGO et al., 2006;
BAUMANN et al., 2007; LEIDENFROST et al., 2011).

Vale ressaltar que pouco se conhece sobre os possiveis efeitos da exposicdo de
embrides mamiferos no periodo inicial de desenvolvimento (pré-implantacional) aos
MWCNTSs. Com relacdo as NFCs, ainda ndo séo conhecidos seus efeitos em nenhuma fase do
desenvolvimento embrionario de mamiferos. Dentre os periodos criticos de desenvolvimento
de um organismo destaca-se a fase pré-implantacional, possivelmente devido a existéncia de
células ainda indiferenciadas. Um disturbio nesta etapa pode causar falhas na implantacdo ou
levar a danos nos processos de divisao celular e diferenciacdo que originardo os tecidos fetais
(ZALGEVICIENE et al., 2012).

No presente estudo, as NFCs e o0s MWCNT-COOHSs néo alteraram as taxas de ecloséo
e degeneracgdo. Porém, trabalhos utilizando outro tipo de NTC (SWCNTSs), em concentracdes
mais elevadas (30 pg ml?) e em fase pos-eclosdo embrionaria, demonstraram malformagGes
fetais e aumento na producdo de EROs em camundongos (PIETROIUSTI et al., 2011). Lesdes
nas células embrionarias acarretam em maior propor¢do de embrifes ndo eclodidos ou
degenerados (LEIDENFROST et al., 2011). Desta forma, a manutencdo destas taxas no
presente trabalho sugere que as NFCs e os MWCNT-COOHSs, nas condicGes testadas, nao
influenciaram a cinética de desenvolvimento e a sobrevivéncia de embribes bovinos

produzidos in vitro.

5.2.2 Expressao génica

Para uma melhor compreensdo de possiveis alteracbes moleculares causadas pela
exposicdo embrionaria as NFCs e aos MWCNT-COOH foi estudada a expressdo de genes
relacionados a manutencdo da pluripoténcia e regulacdo da diferenciacdo celular (OCT4 e
HDAC1), além de genes envolvidos com a resposta ao estresse (PRDX1 e HSP70.1) e
inducdo da apoptose (BAX).

As andlises de expressdo génica revelaram que o contato dos NMs, em especial os
MWCNT-COOHs com os embrides sobre-regularam a abundancia de todos os transcritos
avaliados: OCT4 (1,30 + 0,40; P=0,04), HDAC1 (1,39 + 0,45; P=0,04), PRDX1 (1,30 * 0,46;
P=0,02), HSP70 (1,85 + 0,60; P= 0,03) e BAX (1,66 *+ 0,57; P=0,002) (Fig. 21). Por outro
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lado, em embrides expostos a 0,2 ug mi™ de NFC, apenas o gene OCT4 (0,67+0,22) foi sub-
regulado (P=0,006; Fig. 21). Os genes HDAC1, PRDX1, BAX e HSP70.1 ndo tiveram a

expressao génica alterada nesse grupo (P=0,795; Fig. 21).
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Figura 21. Expressdo relativa (média+EP) dos transcritos para Octamero-binding transcription factor 4 (OCT4),
Histona deacetilase 1 (HDAC1) Peroxiredoxina 1 (PRDX1), Heat shock protein 70.1 (HSP70.1) e B
cell leukemia 2 associated X protein (BAX) em embrides bovinos cultivados sem nanomateriais
(grupo controle) e com 0,2 ug ml*t de NFCs ou MWCNT-COOHSs ap6s 72 horas. A expressio dos
grupos expostos aos nanomateriais foram comparadas com o grupo controle (expresséo relativa =
1,00). *P<0,05.

Até o momento, vérias pesquisas vém sendo realizadas para a melhor compreensdo
dos mecanismos pelos quais os NTCs causam toxicidade em células. Os efeitos citotdxicos
mais comuns envolvem o estresse oxidativo (DOSHI e MITRAGOTRI, 2010), danos a
organelas ou & membrana plasmatica. Essas lesGes sdo devido a agdo fisica dos NTCs
atribuidas a sua forma semelhante a “agulha” que perfura e danifica as estruturas celulares
(KOSTARELOS, 2008). Em conjunto, a forma, tamanho e composicdo quimica séo
componentes determinantes na toxicidade desses NMs (KOSTARELQOS, 2008; DOSHI e
MITRAGOTRI, 2010; YAMASHITA et al., 2010) e podem estar relacionados as alteracdes

de expressao génica observadas no presente estudo.
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O gene OCT4, também conhecido como POUSF1 expressa um fator de transcri¢éo
importante durante a embriogénese. A expressdo deste gene ja foi observada em embrides de
humanos (NIAKAN e EGGAN, 2013), camundongos (FRUM et al., 2013) e bovinos, (PANT
e KEEFER, 2009). A funcdo mais bem conhecida de OCT4 é a manutencédo da pluripoténcia
mediante inibicdo de vias essenciais para o desenvolvimento. Este gene fica ativo no inicio da
embriogénese quando as células embrionarias ainda estdo em um estado bastante
indiferenciado. Posteriormente, ocorre a sub-regulacdo gradual de OCT4 considerado um
processo natural durante a formacdo da blastocele e diferenciacdo (KIRCHHOF et al., 2000;
MITSUI et al., 2003). Contudo, a diminuicdo desses transcritos precocemente pode alterar a
diferenciacdo embrionaria, uma vez que as proteinas de OCT4 sdo encontradas em estagios
posteriores de desenvolvimento como, por exemplo nas células do hipoblato e epiblasto
(KIRCHHOF et al., 2000). O hipoblato e epiblasto s&o linhagens celulares provenientes do
embrioblasto e originardo o saco vitelinico e os folhetos embrionarios (ectoderma, endoderma
e mesoderma), respectivamente.

Por outro lado, a sobre-regulacdo de OCT4 pode manter as células embrionérias no
estagio indiferenciado por um tempo maior do que ocorre normalmente. Ambas as condi¢es
podem levar a falhas de diferenciacdo celular. Estudos recentes demonstraram que a correta
expressao de OCT4 ¢é fundamental para a expressdo subsequente de mdltiplos genes que
controlam o desenvolvimento do epiblasto e do endoderma primitivo (FRUM et al., 2013). Os
NMs estudados no presente estudo causaram efeitos antagonicos na expressdo deste gene em
blastocitos bovinos. As NFCs induziram a diminuicdo da expressédo de OCT4, engquanto 0s
MWCNT-COOH causaram 0 aumento dos transcritos para esse gene. Recentemente, Halder
et al. (2013) observaram que a exposicdo de células embrionarias humanas a agentes
teratogénicos como o etanol induziu a sub-regulacdo de OCT4. Assim, a expressdo deste gene
pode ser influenciada por substancias potencialmente teratogénicas que entram em contato
com os embrides.

As proteinas HDAC1 atuam em um dos principais mecanismos de regulagédo
epigenética dos genes, promovendo a deacetilacdo de histonas. As histonas sdo proteinas
nucleares associadas as moléculas de DNA que, dependendo de sua conformacdo determina a
densidade de compactagéo da cromatina. A deacetilacdo de histona promove a condensagéo
da cromatina e repressao da expressdo génica por deixar inacessiveis os sitios de ligacdo de
fatores de transcricdo. No periodo pré-implantacional a HDAC1 desempenha importante

papel na repressdo génica regulando a correta diferenciagdo celular (WANG et al., 2011). Em
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embrides de Xenopus, a inativacdo deste gene foi diretamente correlacionada as mas
formacdes congénitas (CARNEIRO et al., 2011). Em embrifes de camundongos, proteinas de
HDAC1 ligam-se, principalmente, a genes ativos nas células tronco embrionarias e
trofoblasticas (KIDDER e PALMER, 2011). Portanto, a sobre-regulacdo deste gene nos
embrides expostos aos MWCNT-COOHs podem ter potencial impacto no desenvolvimento
embrionario. Essa hipdtese é reforcada por trabalhos anteriores que relacionaram altos niveis
de HDAC com alterada expressao génica e falha na diferenciacdo celular (CRESS e SETO,
2000). Porém, mais estudos sdo necessarios para o entendimento das consequéncias da
desregulacdo de genes atuantes na manutencdo da pluripoténcia embrionaria (OCT4) e
regulacdo epigenética (HDAC1) promovidas pela exposicdo a NMs.

PRDX1 é um membro da familia de proteinas antioxidantes PRDX envolvidas na
regulacdo do redox celular. Em condicdes fisioldgicas adversas, como o0 aumento de produgédo
de EROs, as células normalmente sobre-regulam a expressdo desse gene (ISHII et al., 2000;
LI et al., 2002). Estudos anteriores demonstraram que condicdes de estresse oxidativo
causaram um aumento nos niveis de PRDX1 em embriBes cultivados in vitro (PEREIRA et
al., 2010a). Neste trabalho, o gene de PRDX1 foi sobre-regulado nos embrides expostos aos
MWCNT-COOHSs. O estresse oxidativo tem sido apontado como o principal mecanismo de
citoxicidade exercido por NTC (JIA et al., 2005; YE et al., 2009; DI GIORGIO et al., 2011).
A inducdo da producdo de EROs pelos NMs é geralmente atribuida a grande area de
superficie de materiais na escala “nano” (PUJALTE et al., 2011). Portanto, a atividade
bioldgica dos MWCNT-COOHSs devido a sua grande area de superficie pode ter gerado um
alto potencial pro-oxidante nos embrides utilizados no presente estudo. Provavelmente, a
sobre-regulacdo de PRDX1 pode representar uma resposta celular dos embrides para
minimizar o estresse oxidativo. Em pacientes humanos expostos a fibras de asbestos
(semelhantes morfologicamente aos MWCNT-COOH) foram identificados altos niveis
plasmaéticos de proteinas de PRDX1 (ROSTILA et al., 2012). Esses mesmos autores sugerem
que PRDX1 pode ser utilizado como biomarcador de exposicdo a essas fibras. De forma
semelhante, a expressdao de PRDX1 parece ser um indicador de estresse oxidativo em células
expostas a NMs.

A expressdao do gene HSP70 é um importante biomarcador de dano celular. As
HSP70s agem como chaperonas moleculares na remodelagem de proteinas alteradas pelo
estresse e protegendo a homeostase celular (CICCHETTI et al., 2011). Em condicdes

fisioldgicas normais essas proteinas sdo expressas em baixos niveis. Porém, estimulos como a
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producdo de EROs, alteracGes de temperatura, metais pesados ou outros estresses ambientais
podem aumentar os niveis intracelulares de HSPs (XIAO et al., 2002). Trabalhos anteriores
verificaram que em determinadas condi¢des, 0s NMs podem estimular a expressédo de HSP70
(CICCHETTI et al.,, 2011; HU et al., 2011), particularmente devido ao estresse celular
induzido pelos agregados ou aglomerados de NMs (OKUDA-SHIMAZAKI et al., 2010).
Como discutido no experimento 1, a formacdo de agregados parece ser um fator importante
que influencia na toxicidade de NFCs e MWCNT-COOHSs. Dados deste segundo experimento
estdo de acordo com esses achados, uma vez que em embrides cultivados em meio contendo
MWCNT-COOH também foram observados a formacdo de agregados (Fig. 22), e 0 aumento
na expressao de genes relacionados ao estresse ou apoptose (Fig. 21).

Por outro lado, em estudos prévios com as NFCs a agregacdo foi relacionada a
menores efeitos toxicos (LIMA et al., 2012). De fato, a expressdo de HSP70.1, PRDX1 e
BAX ndo foi alterada em embrides expostos as NFCs. Assim, a agregacdo pode desencadear

diferentes respostas toxicas que podem ser influenciadas pelo tipo de NM, bem como pelo

modelo bioldgico estudado.

Figura 22. Fotomicrografias de embrides bovinos expostos a diferentes nanomateriais por 72 horas. A:
controle, B: 0,2 pg mltde NFC e C: 0,2 ug mlI'* MWCNT-COOH. A seta destaca a formacéo de
agregados de MWCNT-COOH. Aumento de 40x.

Uma das consequéncias do estresse oxidativo estimulado por NMs é a morte celular
por apoptose (RAMKUMAR et al., 2012). Em células endoteliais de ratos expostas aos
SWCNTs foi verificada alta produgdo de EROs que induziram o processo apoptotico
(CHENG et al.,, 2011). No presente estudo, a abundancia de transcritos para BAX foi
aumentada em embrides expostos aos MWCNT-COOHSs. O gene BAX expressa uma proteina
pré-apoptotica que induz a morte celular em resposta a estimulos apoptéticos (VAN DELFT e
HUANG, 2006). De forma semelhante, MWCNTSs aumentaram os niveis de BAX em células
pulmonares de ratos (RAVICHANDRAN et al., 2010). A mesma resposta celular ocorreu
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apos a exposicdo de células de figado humanas a nanoparticulas de dioxido de titanio (YOO
et al., 2008) e células pulmonares A549 a nanoparticulas de pratas (LEE et al., 2011).
Portanto, a sobre-regulacdo de BAX parece ser um evento frequente quando as células séo
expostas a alguns tipos de NMs. Para compreender melhor os possiveis efeitos da interacéo
das NFCs e dos MWCNT-COOHSs na qualidade embrionaria e propensao a apoptose, foram
realizados estudos de apoptose in situ utilizando a técnica de TUNEL e os resultados seréo

discutidos a seguir.

5.2.3 Numero total de células e indice apoptético

Apds a exposicdo dos embrides as NFCs e aos MWCNT-COOHSs por 72 h ndo foram
observadas diferencas no numero total de células (P=0,91), nimero de células apoptéticas
(P=0,89) ou indice apoptotico (P=0,82) quando comparado ao controle (Tabela 3).

Tabela 3 — Efeito das NFCs e dos MWCNT-COOHSs (0,2 ug mlt) apds 72 horas de exposi¢do no
ntmero total de células e apoptose em embribes produzidos in vitro

Grupos N Total de células* Células indice
Apoptéticas* apoptotico*
(%)
Controle 19 130,88+5,59 13,22+1,05 10,28+2,83
NFC 16 126,06+6,93 14,43+1,62 11,46+3,57
MWCNT 16 127,81+8,04 14,37+1,99 10,28+1,51

*ANOVA. Nao houve diferenca no ndmero total de células (P=0,91), nimero de células apoptéticas
(P=0,89) e indice apoptdtico (P=0,82) entre os grupos. Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo da média.

Na Figura 23 estdo representadas as imagens dos blastocistos submetidos a técnica de

TUNEL apds contato com os NMs.
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Figura 23. Deteccdo da fragmentacdo do DNA pela técnica de TUNEL em
blastocistos bovinos cultivados por 72 horas sem nanomateriais e
com NFCs ou MWCNT-COOHSs. llustracdes A, B e C -
Blastocistos com blastdmeros marcados pelo DAPI e visualizados
em azul (460nm). llustracdes A’, B’ e C’ - Blastocistos com
blastbmeros corados pela fluoresceina e visualizados em verde
(520+20nm), indicando apoptose. Grupos — A/A’ (grupo controle);
B/B’ (0,2 ug mlt NFC); C/C’ (0,2 pug mI'* MWCNT-COOH) —
Aumento: 100X.

A avaliacdo de TUNEL se baseia na utilizacdo da enzima terminal deoxinucleotidil
transferase TdT, que promove a ligacdo de nucleotideos marcados com fluoresceina na regido
livre 3’0OH das quebras do DNA (KYRYLKOVA et al., 2012) indicando a degradacdo do
DNA. Nesta técnica o numero total de células também pode ser quantificado, pois todos os
nucleos sdo corados em azul pelo corante DAPI. Mediante a quantificacdo do numero total de
células e da relacdo de numero de blastdmeros intactos com os danificados e o indice
apoptotico, é possivel avaliar a qualidade do desenvolvimento embrionario (NEUBER et al.,
2002; PEREIRA et al., 2010a). O processo de morte celular em embrides tem a fungéo de
eliminar células com alteracdes que sdo produzidas durante os ciclos celulares (clivagens) que

promovem o aumento do numero de blastomeros. A apoptose pode ocorrer pelo estresse
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provocado pelo sistema de cultura in vitro, porem, normalmente, acomete os embrides em
baixas taxas, sendo considerada um processo normal de desenvolvimento. Por isso, tanto
embrides produzidos in vivo quanto in vitro apresentam blastbmeros em processo de morte
(HARDY, 1997) e a proporcéo de células nessa condi¢do pode atingir valores aproximados de
20% dentro de um mesmo embrido (NEUBER et al., 2002; PEREIRA et al., 2010a). No
presente estudo, o0s indices apoptoticos dos embrifes ndo ultrapassaram 0s valores
encontrados na literatura tanto no grupo controle (10,28+2,83) quanto naqueles expostos as
NFCs (11,46+3,57) ou aos MWCNT-COOHs (10,28+1,51).

Zhu et al. (2007) observaram que 100 pug mi* MWCNT néo lesionaram o DNA de
células tronco embrionarias de camundongos. Neste caso, além de terem sido utilizados
concentracdes superiores ao presente estudo, as células embrionarias ficaram em contato
direto com os MWCNTSs. Neste trabalho, foi avaliada uma concentragdo menor (0,2 pg mi) e
as células embrionarias estavam protegidas pela zona pellcida. Esta estrutura é uma espessa
camada formada por glicoproteinas (10,5 um) e tem a funcéo de proteger o odcito e o embrido
contra injdrias quimicas ou fisicas (JOVINE et al., 2005; GUPTA et al., 2009). Apesar dos
MWCNTSs terem a capacidade de passarem pela zona pelUcida e entrarem em contato com as
células embrionarias de bovinos (PEREIRA et al., 2010b), esse contato parece ser
minimizado pela presenca dessa barreira bioldgica. Por outro lado, estudos anteriores em
bovinos observaram aumento na apoptose em embrides expostos aos MWCNTS na mesma
concentracio e tempo de exposicdo (0,2 pg mlt por 72 h) utilizada no presente trabalho
(PEREIRA et al., 2010c). Contudo, neste estudo anterior, a inducdo da apoptose foi atribuida
principalmente a impurezas contidas nos NTCs que apds processo de sintese apresentaram
baixa pureza (81%). No presente trabalho foram utilizados MWCNT de alta pureza (93%).
Portanto, esses achados controversos podem ser explicados principalmente pela natureza
quimica dos diferentes NTCs. Donaldson et al. (2006) e Doshi e Mitragotri (2010) relataram
gue as impurezas nas amostras de NTCs como metais, ou carbono amorfo é um fator
determinante na toxicidade desses materiais. Outro aspecto que influi na toxicidade é a
modificacdo quimica da superficie dos NMs. Os MWCNTS que entraram em contato com 0s
embrides no presente trabalho séo carboxilados. A funcionalizagdo facilita a interacdo dos
NTC com moléculas organicas e biologicas aumentando sua biocompatibilidade
(PANTAROTTO et al., 2004; JAGADEESAN e ESWARAMOORTHY, 2010). Estudos
anteriores demonstraram que a funcionalizacdo de NTCs resultou em menor citotoxicidade
desse NM a células cultivadas in vitro (DUMORTIER et al., 2006; SAYES et al., 2006). Em
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particular, a carboxilacdo dos NTCs parece ter influéncia positiva na sua biocompatibilidade
(MENG et al., 2013).

Com relacdo as NFC, este material ndo causou impacto em nenhum dos critérios de
qualidade embrionéaria avaliados, desde o morfoldgico até o molecular. Estudos envolvendo a
citotoxicidade desse NM sdo escassos para células e inexistentes para embrifes. Nas
condicdes experimentais deste estudo, as NFCs foram mais biocompativeis em embrides
bovinos quando comparados aos MWCNT-COOH. Possivelmente, o carater biodegradavel, a
flexibilidade e a constituicdo quimica das NFCs (KOLAKOVIC et al., 2011) parecem ser
determinantes nas respostas dos organismos que entram em contato com esse NM.

Em resumo, os unicos parametros modificados pela exposicdo de embrides bovinos as
NFCs e aos MWCNT-COOHSs foram os de expressao génica. Os resultados da PCR em tempo
real demonstraram que os MWCNT-COOHs alteraram de forma mais acentuada a abundancia
de transcritos importantes para a homeostase e desenvolvimento embrionéario quando
comparados as NFCs. Por outro lado, as NFCs e os MWCNT-COOHSs ndo alteraram a
cinética de desenvolvimento e sobrevivéncia embrionaria. Dados do ensaio de TUNEL
reforcaram esses achados. Os blastocitos expostos aos NMs néo tiveram mudanga em outros
indicadores de viabilidade, como o nimero total de células e a apoptose.

Esses resultados s@o relevantes, pois existe uma grande caréncia de informacdes sobre
0 potencial embriotoxico de novos materiais como as NFCs e os MWCNT-COOHs em
modelos mamiferos que sdo utilizados em estudos para melhorar a saide humana. Em adicéo,
esses dados abrem possibilidades para que os MWCNT-COOHs sejam candidatos a

transferirem &cidos nucleicos ou moléculas terapéuticas para o interior de embrides.
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5.3 EXPERIMENTO 3 - IMPACTOS DE MWCNT E NFC NAS MICROALGAS
CHLORELLA VULGARIS E KLEBSORMIDIUM FLACCIDUM

5.3.1 Anélise por difragéo de raio X
Na Figura 24 estdo demonstrados os padroes de DRX que indicam que 0s NMs

apresentam estrutura pura e caracteristicas dos MWCNT (BUSSY et al., 2012) e das NFC
(TEIXEIRA et al., 2010).
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Figura 24. Difratogramas de raio X de MWCNT (A) e NFC (B).

5.3.2 Potencial Zeta (PZ)

Uma das primeiras etapas para estudar a rota de exposi¢do aquatica de NMs consiste
em investigar o comportamento de novas estruturas na agua. Assim, 0 monitoramento da
evolucdo da carga de superficie das microalgas na presenga de MWCNT ou de NFC em meio

BB ou agua do Rio Sena foi realizado por PZ. O comportamento do PZ desses NMs em pH
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neutro, acido ou basico estdo demonstrados nas Figuras 25-27. Os resultados revelaram que
os valores de PZ da solucéo contendo NMs e C. vulgaris foram afetados pelo tipo de meio de

cultura.
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Figura 25. Variacdo do Potencial Zeta na solucdo de C. vulgaris expostas a
MWCNTs em meio de cultura BB ou &gua do Rio Sena em diferentes
pHs ap6s 48 horas. A. meio de cultura BB, B. Agua do Rio Sena. Dados
apresentados pela média.

Em C. vulgaris cultivadas em meio BB (pH 7,0), o PZ foi de -17£0,7 mV. A adic¢éo de
MWCNT néo causou mudanc¢a no PZ (-17+1,15 mV) da solucdo contendo as células em meio

BB (Fig. 25A). Porém, o PZ foi alterado em C. vulgaris cultivadas em agua do Rio Sena (-11
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11,13 mV) apos a exposicdo aos MWCNTSs (-15+£1,05 mV) (Fig. 25B). Este comportamento
pode ser explicado pela forte forga idnica do meio BB. A alteracdo do PZ de -17 +0,7 mV
para -14 +1,27 mV foi observado quando as NFCs foram adicionadas na solugéo de C.

vulgaris em meio BB, enquanto em &gua do Rio Sena, as NFCs induziram mudancas para -11
+1,25 mV (Fig. 26A, B).
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Figura 26. Variacdo do Potencial Zeta na solucéo de C. vulgaris expostas a NFC
em meio de cultura BB ou agua do Rio Sena em diferentes pHs ap0s

48 horas. A. meio de cultura BB, B. Agua do Rio Sena. Dados
apresentados pela média.

Nas microalgas K. flaccidum cultivadas em meio BB, o PZ foi alterado apds adi¢do de
NFC de -19 £1,05 mV para -16 +1,33 mV (Fig. 27). Quando os MWCNT foram adicionados
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0 PZ foi de -20,86+2,33 mV. Nao foram realizadas analises do PZ de K. flaccidum em agua

do Rio Sena, pois essas microalgas ndo cresceram nestas condigdes de cultura.
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Figura 27. Variacdo do Potencial Zeta na solucdo de K. flaccidum expostas a MWCNT
(A) e NFC (B) em meio de cultura BB em diferentes pHs apds 48 horas.

Dados apresentados pela média.

Os PZs em microalgas C. vulgaris cultivadas em meio BB e 4gua do Rio Sena foram -

17 £0,7 mV e -11+1,13 mV, respectivamente. No caso de K. flaccidum o PZ em meio BB foi

de -19 +1,05 mV. Esses resultados sugerem que existem poucos sitios catibnicos nas

microalgas para a adsorcdo de NMs carregados negativamente.

NMs carregados

positivamente possuem maior capacidade de permeacdo celular que NMs carregadas
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negativamente, devido a repulsdo eletrostatica da membrana plasmatica. Entretanto, NMs
anionicos podem ligar-se a superficie celular na forma de clusters devido a interacGes
repulsivas entre grandes dominios carregados negativamente da superficie celular
(WILHELM et al., 2003). Similarmente, Patil et al. (2007) demonstraram a entrada de NMs
carregados negativamente em células, devido a processos nao especificos de adsor¢do de NMs
em sitios carregados positivamente presentes na membrana celular.

Em pH acido o PZ de MWCNT em meio BB e 4gua do Rio Sena foram positivos, mas
em pH basico o PZ foram negativos. Assim, possivelmente condi¢cdes de pH acido podem
aumentar a interacdo de NMs com sistemas bioldgicos. Por outro lado, a adicdo de NFC tanto
em meio basico ou acido revelaram PZ negativos. Estudos anteriores demonstraram que a
dispersdo de NTC é influenciada pelo PZ (HEISTER et al., 2010). Portanto, a correlacdo do
PZ e pH é importante para a predicdo de como a carga de superficie de NMs podem ser
alteradas apds variagdes de pH em &guas naturais.

5.3.3 Proliferacao e viabilidade celular

O efeito de NMs na inibic&o de crescimento de C. vulgaris e K. flaccidum foi obtido por
contagem celular. A Figura 28 demonstra os efeitos toxicos dos NMs em C. vulgaris
cultivadas em meio BB e agua do Rio Sena em funcédo de diferentes concentracdes e tempo de
exposicdo. Apo6s 24 h de exposicdo em meio BB (Fig. 28A), o numero de células de C.
vulgaris foi reduzido (P<0,0001). Interessantemente, a exposi¢do de NMs levou a diminuigéo
do numero de células de forma nao dose-dependente em cultura de C. vulgaris e em ambos 0s
NMs a inibicdo do crescimento destas microalgas ocorreram na concentragio de 1 pg ml™.

Por outro lado, em agua do Rio Sena (Fig. 28B) com 24 h de exposi¢do, somente as
microalgas C. vulgaris expostas a 100 ug mI’* MWCNT apresentaram diminui¢&o no nimero
celular (P=0,022). Assim, pode-se hipotetizar que substancias presentes na agua do Rio Sena,
como polimeros naturais (acidos fulvicos e humicos) (GARNIER, MOUNIER e BENAIM,
2004), podem ter atenuado os efeitos citotoxicos dos MWCNT até 24 h de exposic¢éo, exceto
em altas concentracdes. Por outro lado, os NMs podem interagir com componentes do meio
de cultura, assim, hipoteticamente também pode estar ocorrendo uma restricdo de
micronutrientes essenciais para o crescimento das C. vulgaris no meio de cultura BB. No caso
do meio BB sua composicdo é constante, porém a constituicdo da agua do Rio Sena é mais

heterogénea e rica em compostos naturais que podem servir de alternativas metabdlicas a
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eventuais restricbes de micronutrientes. Apos 48h, observa-se uma diminui¢do do namero de
células em altas concentracdes (50 e 100 pg mlt) em ambos os NMs (P<0,05).
Particularmente, maiores periodos de exposicdo na concentragdo de 100 pug mlit MWCNT
resultaram em maior impacto no crescimento das microalgas C. vulgaris comparado a outros

grupos (Fig. 28B).
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Figura 28. Efeito de NMs no crescimento de C. vulgaris em meio de cultura BB (A) ou agua do Rio
Sena (B). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Diferencas
significativas entre os grupos expostos aos nanomateriais (MWCNT ou NFC) e o controle
sdo indicados por *P<0,05.

Nas microalgas filamentosas K. flaccidum foi observado o declinio no nimero celular

(P<0,002), principalmente ap0s 48h de exposicdo aos NMs em meio BB (Fig. 29). As
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microalgas K. flaccidum ndo cresceram em agua do Rio Sena. Possivelmente, isso ocorreu
devido ao fato dessas microalgas serem mais exigentes em termos nutricionais para serem
cultivadas in vitro. 1sso ndo ocorreu com as microalgas C. vulgaris que toleram melhor as
condigdes in vitro de cultivo.

Os resultados de alteracdo no crescimento celular em presenca de NMs estdo de
acordo com prévios estudos, nos quais 0s NTCs reduziram o crescimento de C. vulgaris e
outras algas verdes (BLAISE et al., 2008; KWOK et al., 2010; SCHWAB et al., 2011). A
utilizacdo de NTC ndo funcionalizados neste experimento torna-se importante, uma vez que
varios outros estudos observaram que a funcionalizacéo pode atenuar os efeitos toxicos desses
materiais. Portanto, a avaliacgdo de MWCNT ndo funcionalizados pode retratar melhor seu

potencial ecotoxico.
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Figura 29. Efeito de NMs no crescimento de. K. flaccidum em meio de cultura BB. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média. Diferencas significativas entre os grupos
expostos aos nanomateriais (MWCNT ou NFC) e o controle sdo indicados por *P<0,05.

Umas das consequéncias da exposicdo celular aos NMs incluem a lise da membrana
plasmatica que podem ser mensuradas por méetodos colorimeétricos como ensaios de Azul de
Tripan. A exposicdo das células de C. vulgaris aos MWCNTs ou as NFCs levou a
significativa reducdo da viabilidade celular, dependendo da concentragdo e tempo de
exposicdo (Fig. 30). Em meio BB, o0s MWCNTSs causaram diminuicdo da viabilidade celular
em todas as concentracOes testadas (45,50—69,83%; P=0,018) (Fig. 30A). Entretanto, para
1ug mi?t (50,50%) e 50 pug ml (48,83%) de NFC a reducéo da viabilidade (P=0,005) foi
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observada somente apos 72 h de exposi¢do (Fig. 30A). As células de C. vulgaris cultivadas
em &gua do Rio Sena na presenca de MWCNT n&o demonstraram diminuicdo da viabilidade
celular, na concentragdo de 1 ug ml ** até 72 h de exposicdo. No entanto, apds 96 h foi
observada reducgéo na viabilidade (61,70%; P=0,038). Em altas concentraces de MWCNTS
(50 e 100 pg ml™t) foram observadas acentuadas diminuicdes da viabilidade celular (P<0,001)
com taxas de 55,33% e 33,95%, respectivamente (Fig. 30B). Com relacdo as microalgas C.
vulgaris expostas as NFCs em &gua do Rio Sena, foi observada diminuicdo da viabilidade

celular em todas as concentracdes testadas, especialmente ap6s 72 h ou 96h de exposicao.
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Figura 30. Viabilidade celular de microalgas C. vulgaris expostas a diferentes concentracfes de
MWCNT e NFC (1, 50 e 100 pug mlt) em funcéo do tempo (24, 48, 72 e 96 horas) em
meio de cultura BB (A) ou agua do Rio Sena (B). Os resultados foram expressos como
média + erro padrdo da média. Diferencas significativas entre 0s grupos expostos aos
nanomateriais (MWCNT ou NFC) e o controle sdo indicados por *P<0,05.
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Nas microalgas filamentosas K. flaccidum as NFCs e os MWCNTSs causaram redugao
da viabilidade em todas as concentragdes testadas, variando o tempo de exposi¢do. Os
MWCNTSs nas concentragdes de 1 e 50 pug ml™ reduziram a viabilidade (P<0,001) em todos os
tempos testados (Fig. 31). Porém, para as NFCs, apenas a concentragdo de 50 pg ml™
promoveram efeitos tdxicos em todos os tempos avaliados (49%-24h, 55%-48h, 56%-72h e
61%-96h; P<0,05) (Fig. 31). Esses resultados sdo consistentes com outros estudos de
viabilidade em diferentes tipos celulares expostos aos NTC (SIMON-DECKERS et al., 2009;
KWOK et al., 2010; SCHWAB et al., 2011). Trabalhos recentes indicaram a toxicidade de
NFC em células de mamiferos e plantas. Clift et al. (2011) observaram baixa citotoxicidade in
vitro de NFCs em células pulmonares humanas. Resultados do experimento 1 demonstraram
que altas concentracdes de NFC (2000 e 5000 pg ml 1) causaram a diminuicdo na viabilidade
celular de fibroblastos bovinos ap6s 24 h de exposicdo. Em particular, as NFCs causaram
efeitos genotoxicos em células de plantas (LIMA et al., 2012). Assim, esses resultados, em
conjunto, sugerem que a homeostase celular ndo pode ser mantida em altas concentracGes de

NFCs ou ap0s periodos de exposicdo de 96h.
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Figura 31. Viabilidade celular de microalgas K. flaccidum expostas a diferentes concentracfes
de MWCNT e NFC (1, 50 e 100 mg mL™) em fungdo do tempo (24, 48, 72 e 96
horas) em meio de cultura BB. Os resultados foram expressos como média + erro
padrdio da média. Diferengas significativas entre 0s grupos expostos aos
nanomateriais (MWCNT ou NFC) e o controle sdo indicados por *P<0,05.

A microscopia de luz de C. vulgaris e K. flaccidum expostas aos NMs em alta
concentragdo (100 ug mit) evidenciou a formacgdo de agregados de células e NMs apds 24 h

(Fig. 32 e 33). Trabalhos anteriores constataram que a localizacdo de células de microalgas
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dentro de aglomerados de NTC levou a diferentes condigdes de crescimento para esses
organismos (SCHWAB et al., 2011). Este fendmeno pode ser explicado pela insuficiente
disponibilizagdo de nutrientes que sdo fundamentais para o crescimento algal (ROGERS et
al., 2010; XIN et al., 2010). No presente estudo, possivelmente varias microalgas foram
aprisionadas dentro dos agregados de MWCNTSs ou de NFCs. Sob essas circunstancias, as
celulas provavelmente sofreram estresse pela restricdo de nutrientes essenciais decorrente do
aumento da competicdo entre as microalgas. Para corroborar esses resultados, Rodea-Palomes
et al. (2011) sugeriram que células de Anabaena presas dentro de agregados de NMs tiveram
o transporte de nutrientes e de metabdlitos pela membrana plasmatica e parede celular

afetado, ocasionando a morte celular.

Figura 32. Fotomicrografias de C. vulgaris ap6s 24 horas de exposicdo a 100 pg ml?
MWCNT ou NFC. A: Meio de cultura BB; B: Agua do Rio Sena; C:
MWCNT em meio BB; D: MWCNT em &gua do Rio Sena; E: NFC em
meio BB; F: NFC em agua do Rio Sena. Aumento de 40 x.
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Figura 33. omlcrraflas d flaccidum apos 4 horas de ex;:sigéo a 100 pg ml*? MWC‘N'\F\ ou;
em meio de cultura BB. A: Controle; B: MWCNT; C: NFC. Aumento de 40 x.

A agregacdo dos NMs depende de vérios fatores, tais como a concentragdo, o pH, o PZ
e caracteristicas do meio aquoso (KELLER et al., 2010; SOHAEBUDDIN et al., 2010). Ja
esta bem estabelecido que os PZs maiores que 30 mV (em mddulo) do material particulado,
geralmente sdo considerados estaveis por repulsio eletrostatica (JIANG, OBERDORSTER e
BISWAS, 2009). Assim, o PZ é um fator determinante na estabilidade ou na agregacao de
NMs em dispersdo. Neste trabalho, todos os valores em modulo foram menores que 30 mV, e
por isso, propensos a sofrer agregacgdo. Portanto, tanto o0 meio BB quanto a 4gua do Rio Sena
sdo solugdes em que os MWCNTSs e as NFCs se comportaram de maneira instdvel. Em meio
de cultura celular, o pH neutro da solucdo de cultivo (pH 7,4) e a alta forca idnica propiciam
naturalmente a alta aglomeracdo de NMs (SIMON-DECKERS et al., 2009). A afinidade das
células das microalgas C. vulgaris e K. flaccidum em interagir com os MWCNTSs e as NFCs
sugere que existem interacGes especificas que superam a repulsdo eletrostatica das cargas
negativas desses NMs e das microalgas (observada no PZ).

Dentre os fatores que governam os efeitos de NMs no crescimento das microalgas
destacam-se a floculagédo, a disponibilidade de luz e nutrientes (METZLER et al., 2012).
Estudos anteriores revelaram que a inibicdo da proliferacdo celular foi correlacionada com o
sombreamento causado pelos NTCs e a aglomeracéo das microalgas (SCHWAB et al., 2011).
A alteracdo da viabilidade celular foi atribuida a formacdo de agregados em estudos de
toxicidade de MWCNTs (SMART et al., 2006; DAVOREN et al., 2007). Clement et al.
(2013) demonstraram que agregados de NMs reduziram a fluorescéncia das microalgas e
influenciaram na toxicidade celular. No presente estudo, os resultados dos ensaios de Azul de
Tripan e microscopia de luz demonstraram que a formacdo de agregados de NMs com as
microalgas possivelmente afetaram a aquisicdo de nutrientes essenciais pelas células e
diminuiram a viabilidade desses organismos. Todavia, outros mecanismos de toxicidade,

como, por exemplo, o efeito “agulha” pode estar envolvido na reducgéo da viabilidade celular.
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A inibicdo do crescimento celular provavelmente ocorreu devido a baixa iluminagédo
e/ou disponibilidade de nutrientes para as microalgas contidas em aglomerados de NMs ou
por interferéncias mecéanicas durante a mitose. Assim, esses resultados sugerem um efeito

citostatico de MWCNTSs e NFC na proliferacdo celular de C. vulgaris e K. flaccidum.

5.3.4 Eficiéncia fotossintética

A eficiéncia fotossintética das microalgas unicelulares C. vulgaris e filamentosas K.
flaccidum apds a adicdo de MWCNT ou NFC foi mensurada utilizando fluorimetro de pulso
de amplitude modulada (PAM fluorometer) (Fig. 34 e 35). Este método avalia a eficiéncia
quantica potencial (Fv/Fm) do fotossistema Il. VValores da razdo Fv/Fm refletem o rendimento
quantico potencial do fotossistema Il e s&o utilizados como indicadores do desempenho da
fotossintese.

Em meio BB, as concentragdes de 1 e 50 ug ml X MWCNT ou 1 pg ml ** NFC néo
influenciaram a atividade fotossintética de C. vulgaris até 72 h de exposi¢do (P>0,05) (Fig.
34A). Entretanto, a atividade fotossintética diminuiu (0,673+0,03; P=0,004) nas células
expostas a 100 pg ml T MWCNTSs apds 24 h (Fig. 34A). Com 96 h, os MWCNTSs diminuiram
a taxa fotossintética em todas as concentracdes testadas (P<0,05). Em células de C. vulgaris
expostas as NFCs a taxa Fv/Fm diminuiu (0,522+0,01; P<0,001) apds exposicdo a 1 ug ml
(somente apds 96h), enquanto nas concentragdes de 50 e 100 pg mi* foi observada a reducgio
na taxa de Fv/Fm em todos os tempos testados (P<0,05, Fig. 34A).
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Figura 34. Eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) de C. vulgaris submetida a diferentes
concentracdes de MWCNT e NFC (1, 50 e 100 pg ml) em funcgdo do tempo (24, 48, 72 e 96
horas) em meio de cultura BB (A) ou agua do Rio Sena (B). Os resultados foram expressos
como média * erro padrdo da média. Diferencgas significativas entre os grupos expostos aos
nanomateriais (MWCNT ou NFC) e o controle sdo indicados por *P<0,05.

Em &gua do Rio Sena, ndo houve reducéo de Fv/Fm (P>0,05) em C. vulgaris expostas a
1 pg ml * MWCNT ap6s 48 e 96 h, em 50 pg ml - MWCNT apds 24, 48 ou 96 h e para 100
ug ml T MWCNT até 72 h de exposicdo (Fig. 34B). Entretanto, em 1 pug ml * MWCNT ap6s
24 h (0,805+0,05, P=0,04), 50 pug ml * MWCNT apds 72 h (0,791+0,05, P<0,001) ou 100 pg
ml* MWCNT apds 96 h (0,458+0,03, P<0,001), a taxa Fv/Fm foi alterada. Ndo foram



106

observadas alteraces na taxa Fv/Fm (P>0,05) em células expostas a 1 g ml 1 NFC ap6s 24 h
e 50 ug ml "1 NFC ap6s 96 h. Entretanto, em todas as outras condi¢des foram observadas
alteracOes na atividade fotossintética (P>0,05; Fig. 34B).

Para as microalgas filamentosas K. flaccidum cultivadas em meio BB a adi¢cdo de
MWCNT nédo resultou em efeitos adversos (P>0,05) na fotossintese (Fig. 35). Porém, a
exposicdo as NFCs promoveram uma reducdo na taxa fotossintética desta microalga nas
concentrages de 1 pg ml? (0,614+0,06), 50 pg mL?* (0,655+0,06) e 100 pg ml*
(0,628+0,07) (P<0,001) (Fig. 35).

1.0 H
I Controle
1 mg ml-1 MWCNT
o5 | BB 50 mg mi” MWCNT
BN 100 mg mI-1 MWCNT
1mgml NFC
= .
50 mgml~ NFC
— d
. 06 - I 100 mg mi”! NFC
L
=~
>
L
0.4 -
0.2 A
0.0 -

Figura 35. Eficiéncia quantica méaxima do fotossistema Il (Fv/Fm) de K. flaccidum submetida a
diferentes concentragdes de MWCNT e NFC (1, 50 e 100 pg ml?) em fungéo do tempo (24,
48, 72 e 96 horas) em meio de cultura BB. Os resultados foram expressos como média +
erro padrdo da média. Diferencas significativas entre 0s grupos expostos aos nanomateriais
(MWCNT ou NFC) e o controle séo indicados por *P<0,001.

Os resultados do presente estudo foram consistentes com outras pesquisas que
demonstraram que a taxa Fv/Fm de algas sdo alteradas quando exposta a nanoparticulas de Ag
(MIAO et al., 2009), de 6xido de zinco (ZnO) (BRAYNER et al., 2010) e de TiO2 (CHEN et
al., 2012). Contudo, Schwab et al. (2011) demonstraram que a atividade fotossintética de C.
vulgaris permaneceu inalterada apos exposicdo a 40 mg de NTCs oxidados ou
funcionalizados com pristina. Esses resultados discrepantes podem estar relacionados a
funcionalizagcdo dos NTCs, uma vez que no presente estudo, foram utilizados MWCNT né&o

funcionalizados. Varios estudos ja revelaram que o tipo de funcionalizacdo pode influenciar
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na resposta tdxica dos organismos expostos aos NTCs (BIANCO, KOSTARELOS e PRATO,
2005; DUMORTIER et al., 2006; SAYES et al., 2006; VARDHARAJULA et al., 2012;
JIANG et al., 2013).

Gao et al. (2013) demonstraram que um dos efeitos toxico de NMs sobre organismos
fotossintéticos é a reducdo da eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il. Assim, é possivel que
a exposicao de C. vulgaris por longos periodos aos NMs tenha afetado o correto
funcionamento do fotossistema Il. Nas microalgas K. flaccidum, este efeito nocivo parece
estar relacionado ao tipo de NM e menores tempos de exposicao (24 h). Outra hip6tese é que
o acumulo de NMs na superficie das microalgas inibiu a atividade fotossintética, devido ao
sombreamento celular, diminuindo a quantidade de luz para uso da clorofila. Em adi¢éo, a
inibicdo da fotossintese também pode ser consequéncia da excessiva producdo de EROs
(RODEA-PALOMARES et al., 2012). Para compreender se os MWCNT ou as NFC séo
citotoxicos, devido a producdo de radicais livres foram realizadas analises para determinar a

atividade de enzimas antioxidativas, apresentadas a seguir.

5.3.5 Atividade da enzima antioxidativa SOD

A atividade da enzima antioxidativa SOD (em termos de porcentagem de inibicéo) foi
determinada em microalgas unicelulares C. vulgaris e nas microalgas filamentosas K.
flaccidum, apds a exposicdo aos NMs. Em C. vulgaris, a atividade de SOD aumentou
(P<0,05) em células expostas aos MWCNTs ou as NFCs em meio BB e permaneceram
elevadas em todos os grupos, exceto em células expostas a 100 pg ml™ por 96 h (Tab. 4). Em
agua do Rio Sena, ap0ds 24 h foi observado um aumento da atividade de SOD (P<0,05; Tab. 1)
para C. vulgaris. Ndo foram encontradas diferencas (P > 0,05) em células de C. vulgaris
expostas a 50 pg ml 1 NFC ap6s 48, 72 e 96 h ou a 100 pug ml? apds 48 e 96 h (Tab. 4).
Adicionalmente, ndo foram observadas alteragdes (P > 0,05) entre o grupo de C. vulgaris

exposto a 50 pg ml T MWCNT e o grupo controle apds 96 h (Tab. 4).
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Tabela 4 — Atividade da enzima antioxidativa SOD em microalgas unicelulares C. vulgaris expostas aos

MWCNTSs ou as NFCs em diferentes sistemas de cultivo in vitro.

Sistemas de cultivo

Grupos Meio de cultura BB Agua do Rio Sena

24 h 48 h 72h 96 h 24 h 48 h 72h 96 h
Controle 3329+ 43,13 + 43,26 + 4521 + 33,55 3731+ 39,38 + 4041 +

0,042 0,032 0,032 0,032 0,022 0,022 0,02% 0,02b
1 ug mit 92,36 + 85,49 + 70,60 68,65 92,36 £ 58,42 + 33,29+ 27,46 +
MWCNT 0,014 0,044 0,03° 0,03¢ 0,01° 0,07° 0,192 0,042
50 ug mit 94,95 + 95,34 + 94,17 90,67 = 94,82 + 60,10 = 58,68 + 40,67 +
MWCNT 0,01¢ 0,01¢ 0,01¢ 0,02¢ 0,01° 0,03° 0,03° 0,04°
100 pg mit 92,75 94,17 94,30 = 91,97 = 94,56 80,96 = 83,81 64,60 +
MWCNT 0,034 0,01° 0,02¢ 0,02¢ 0,01° 0,15° 0,21° 0,204
1 pg ml? 93,13 81,22 + 81,48 = 61,79 = 93,52 £ 64,25 = 51,30 + 55,18 +
NFC 0,014 0,02¢ 0,024 0,02¢ 0,01° 0,22° 0,18% 0,14¢
50 ug mit 62,56 77,46 = 55,83 = 53,24 = 90,16 3731+ 3394 + 46,37 +
NFC 0,15° 0,04¢ 0,03 0,06" 0,02° 0,022 0,252 0,04
100 pug mit 77,07 £ 65,93 = 58,81 = 48,32 + 67,62 = 3342+ 57,77 = 52,20 =
NFC 0,06¢ 0,06° 0,06° 0,052 0,13° 0,082 0,03° 0,07

Os valores estdo demonstrados na forma de média da porcentagem e erro padrdo da média. Letras diferentes na
mesma coluna diferem significativamente de acordo com o teste Student Newman Keus (SNK) ao nivel de 5%

Nas microalgas filamentosas K. flaccidum cultivadas em meio BB a atividade de SOD
aumentou (P<0,05) na maioria do grupos expostos aos MWCNTs ou as NFCs (Tab. 5).
Contudo, no grupo de K. flaccidum exposto a 1 pg mlt NFC (48 h) a atividade da enzima

SOD foi menor (P=0,0089) quando comparada ao grupo controle (Tab. 5).
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Tabela 5 — Atividade da enzima antioxidativa SOD em microalgas filamentosas K. flaccidum

expostas aos MWCNTSs ou as NFCs em diferentes sistemas de cultivo in vitro.

Grupos Meio de cultura BB
24 h 48 h 72h 96 h

Controle 56+0,092 82+ 0,062 66+0,282 70+0,21°2
1 ug mItMWCNT 109+0,02° 91+ 0,222 85+ 0,09° 86+ 0,18
50 pg mIt MWCNT 123+0,19°¢ 121+0,01° 72+ 0,112 70+0,21%
100 pug mi* MWCNT 114+ 0,02°¢ 107+0,02° 95+ 0,07°  101+0,01°
1 ug mit*NFC 89+0,152 48+0,18°¢ 72+ 0,112 60+ 0,182
50 pg mI't NFC 128+ 0,15° 99+0,07% 109+ 0,15  97+0,12°
100 pg mI*NFC 70+ 0,062 71+0,222 67+0,05%  63+0,30°

Os valores estdo demonstrados na forma de média da porcentagem e erro padrdo da média.
Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente de acordo com o teste Student
Newman Keus (SNK) ao nivel de 5%

Esses resultados séo consistentes com trabalhos anteriores que demonstraram que 0S
NTCs podem induzir producéo de EROs e influenciar a viabilidade celular (JIA et al., 2005;
YE et al., 2009; DI GIORGIO et al., 2011). Mais especificamente, Cheng et al. (2011)
verificaram que a geracdo de EROs foi envolvida na ativagdo da via apoptdtica dependente de
mitocondria em células expostas aos NTCs. Esses achados sugerem que a producdo de EROs
mediada por NMs pode levar a morte celular. Contudo, Meng et al. (2013) sugeriram que a
incubacdo de células com NTCs carboxilados (MWCNT-COOH) nédo induziram a producgéo
de EROs. Como previamente discutido, a funcionalizagdo dos NTCs podem alterar sua forma
de interacdo com as células.

A enzima SOD é uma das mais importantes enzimas antioxidantes, pois catalisa a
dismutacéo do superoxido (O2") em oxigénio e peroxido de hidrogénio. Essa agéo é crucial
para a protecdo das células contra a acdo nociva das EROs. O aumento da atividade de SOD
nas células expostas aos MWCNTs ou as NFCs sugere um possivel mecanismo para as
microalgas C. vulgaris e K. flaccidum reduzirem a possibilidade de efeitos citotoxicos como a

morte celular. Entretanto, os resultados de viabilidade anteriormente apresentados
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demonstraram que em algumas condi¢fes as enzimas antioxidativas podem nao ser capazes
de prevenir a morte celular induzida por NMs. Assim, a producdo de EROs é um dos fatores
que contribuem para os efeitos nocivos de NMs em microalgas verdes de agua doce.

Na agua do Rio Sena, apenas a concentragdo de 1 pg ml* MWCNT induziu a
diminuicdo nos niveis de atividade de SOD em C. vulgaris apds 96h de exposicao (Tab. 4). O
mesmo foi observado apds o contato de 48h de 1 pg mI*t NFC e as microalgas K. flaccidum
(Tab. 5).

Trabalhos anteriores sugerem que o acumulo de perdxido de hidrogénio inativa a
enzima SOD de maneira irreversivel, devido a danos na mitocondria (ZUPAN et al., 1996).
Outra possivel explicacdo é a diminuicdo da defesa antioxidante que ocorre quando as células
sdo expostas a um desafio oxidativo agudo (CHIRINO et al., 2010). No presente estudo,
podemos hipotetizar que em certas condigdes de cultura, as microalgas C. vulgaris e K.
flaccidum tornaram-se mais vulneraveis ao estresse oxidativo, devido a baixa defesa oxidativa
ou grande desafio oxidativo. Como a formacédo de EROs, devido a exposi¢cdo de MWCNTS ou
NFCs, ndo € clara, futuros estudos sdo necessarios para compreender 0s mecanismos de

indug&o oxidativa por NMs.

5.3.6 Niveis intracelulares de ATP

Alteracdes no sistema redox celular pode diminuir a producdo de energia. Para verificar
esse efeito, foram avaliados os niveis intracelulares de ATP apds exposi¢do aos MWCNTSs e
as NFCs (Fig. 36 e 37). Em meio BB, os niveis de ATP de C. vulgaris diminuiram apos 24,
48 e 96 h de exposicdo a ambos os NMs (P<0,001; Fig. 36A). Entretanto, os niveis de ATP
ndo foram alterados (P>0,05) ap6s 72 h nas células de C. vulgaris expostas a 1 pg ml*
(88,07%=+2,00) e 50 pug mlt NFC (88,71%=+2,00) em meio BB (Fig. 36A).

Em C. vulgaris cultivadas em agua do Rio Sena, os NMs diminuiram os niveis de ATP
em todos os tempos testados (P<0,001), exceto para 1 pug ml™t NFC ap6s 24 h (90,13%z5,00)
ou para 50 pg mlI* MWCNT (107,22%=+4,00) e 100 pg mI'* MWCNT (100,84%=5,00) apds
72 h (P>0,05; Fig. 36B).
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Figura 36. Contedo de ATP em células das microalgas C. vulgaris expostas a diferentes
concentrages de MWCNT e NFC (1, 50 e 100 pg ml?) em funcédo do tempo (24,
48, 72 e 96 horas) em meio de cultura BB (A) ou agua do Rio Sena (B). Dados
apresentados em média e erro padrdo. Diferencas significativas entre 0s grupos
expostos aos nanomateriais (MWCNT ou NFC) e o controle sdo indicados por
*P<0,05.

Para a microalga K. flaccidum, 24 h de exposicdo aos MWCNTs ndo causaram
diminuicdo nos niveis de ATP (P>0,05), porém as NFCs diminuiram os niveis de ATP
(P<0,05) em todas as concentracbes (Fig. 37). Apdés 48 h, apenas 1 pg MWCNT
(69,41%+1,02), 1 pg NFC (61,90%=+1,11) e 100 pg NFC (34,84%=1,20) alteraram 0s niveis
de ATP. Com 72 h de exposicdo, os niveis de ATP em K. flaccidum foram alterados em

ambos os NMs e em todas as concentrages testadas (Fig. 37; P<0,05). Com 96h, o contetdo
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de ATP foi alterado (P<0,05) nas concentracdes de 1 pg MWCNT (68,63% +1,00), 100 ug
MWCNT (42,28% + 9,00) e 50 ug NFC (31,05% + 6,00) (Fig. 37).
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Figura 37. Contetdo de ATP em células das microalgas K. flaccidum expostas a diferentes
concentragdes de MWCNT e NFC (1, 50 e 100 pug mlt) em fungdo do tempo (24, 48,
72 e 96 horas) em meio de cultura BB. Dados apresentados em média e erro padrao.
Diferencas significativas entre 0s grupos expostos aos nanomateriais (MWCNT ou
NFC) e o controle séo indicados por *P<0,05.

Pouco se conhece sobre os efeitos potenciais de NMs nas mitocondrias. Alguns estudos
demonstraram que particulas ultrafina de carbono e nanoparticulas de ferro valéncia zero
induziram a diminuicdo nos niveis de ATP celular (WILSON et al., 2002; PHENRAT et al.,
2009). Além da producéo de ATP, as mitocondrias sdo responsaveis pela geragdo de EROs e
regulagcdo da morte celular (CHRISTOPHE e NICOLAS 2006). A disfungéo dessa organela
pode contribuir com a morte celular pela reducao na producdo de ATP, aumento na producéo
de EROs e liberacdo de proteinas reguladoras da morte celular. Portanto, a integridade da
mitocOndria estd relacionada a viabilidade celular. Fariss (2005) demonstrou que EROs
causam dano ao genoma mitocondrial, prejudicando a atividade dessa organela. O ATP ¢ a
molécula de energia mais utilizada pelas células vivas, e seu declinio é indicativo de perda de
funcdo mitocondrial. Assim, os niveis de ATP representam o estado metabdlico de células
ativas. No presente estudo, a mudanga nos niveis intracelulares de ATP de células das
microalgas tratadas com NMs comparada com as do grupo controle sugere que tanto os
MWCNTs quanto as NFCs prejudicam o metabolismo energético de C. vulgaris e K.

flaccidum.
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5.3.7 Microscopia eletronica de varredura e de transmissao

Com o objetivo de estudar potenciais alteragdes morfoldgicas e ultraestruturais em
células de C. vulgaris e K. flaccidum expostas aos NMs (100 pug ml™t apds 48 h) foram
realizadas as técnicas de MEV e MET. Nas Figuras 38A e 38G, pode-se observar células do
grupo controle com a estrutura arredondada, tipica de C. vulgaris e em filamentos,
caracteristica de K. flaccidum. Entretanto, em células tratadas com MWCNTs e NFCs foi
observado encolhimento celular para ambas as microalgas C. vulgaris (Fig. 38B e 38E) e K.
flaccidum (Fig. 38H e 38I).

Figura 38. Micrografia eletronica de varredura de células de C. vulgaris (A-F) e K. flaccidum (G-I) expostas
a 100 pg mlt de MWCNT ou NFC por 48 horas. Controle de C. vulgaris (A), C. vulgaris expostas
a MWCNTSs em agua do Rio Sena (B) ou meio BB (C). C. vulgaris expostas a NFCs em agua do
Rio Sena (D, E) ou meio BB (F). Controle de K. flaccidum (G), K. flaccidum expostas a
MWCNTSs (H) ou as NFCs (1). A seta demonstra alguns MWCNT lesionando a superficie de C.
vulgaris (C).

As Figuras 38F e 381 sugerem que as microalgas expostas as NFCs foram envoltas por
estrutura semelhante a um gel. Esse fendbmeno pode ser explicado pela fisiologia das
microalgas e/ou pelas caracteristicas dos NMs utilizados neste trabalho. Estudos anteriores
constataram que a interacdo entre os NMs e o fitoplancton produz substancias poliméricas
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extracelulares (EPS) (BRAYNER et al., 2010; CHEN et al., 2011). Geralmente, esse aumento
da producéo de EPS ocorre em resposta a presenca de poluentes (PISTOCCHI et al., 2000).
Em estudos de nanotoxicidade, Brayner et al. (2010) sugeriram que 0s polissacarideos
produzidos pela Anabaena flo-aquae evitaram a internalizacdo de particulas. A celulose,
polissacarideo constituinte das NFCs é composta de longas cadeias poliméricas de glicose. No
presente estudo, é possivel hipotetizar que as cadeias poliméricas das NFCs tenham sido
reticuladas pelos EPS produzidos pelas microalgas, formando assim a substancia gelatinosa
visualizada. Esta grande adsor¢do de NMs na parede celular pode ter prejudicado as trocas
gasosas e 0 transporte de nutrientes pela membrana plasmatica das microalgas. Assim, a
adsorcdo de NFCs na superficie celular pode ter sido a causa da baixa atividade fotossintética
observada em C. vulgaris K. flaccidum. Os resultados obtidos pela MEV evidenciaram que 0s
MWCNTSs associaram-se com a membrana plasmatica de C. vulgaris (Fig. 38C), sugerindo
que os NTCs podem ultrapassar a parede celular e a membrana plasmaética e entrar nas
celulas.

De fato, secGes ultrafinas de células expostas aos MWCNT em meio BB, obtidas por
MET, demonstraram a presenga de MWCNTSs dentro do citoplasma de C. vulgaris (Fig. 39B),
enquanto esses NMs ndo foram observados dentro de K. flaccidum (Fig. 39H). Em relacdo as
NFCs, ndo foram encontradas evidéncias deste NM dentro de ambas as microalgas (Fig. 39C,
39F e 391). Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que a entrada de NMs dentro
das células depende das propriedades e caracteristicas de superficie desses materiais, bem
como do tipo celular estudado. A alta razdo de aspecto, rigidez dos MWCNTs quando
comparado as NFCs podem ter facilitado a passagem desses NMs pelas barreiras celulares de
C. vulgaris. Outra possivel explicacdo é o fato de que NMs com caracteristicas hidrofébicas
podem passar mais facilmente pelas membranas plasmaticas (JANG, LIM e CHOI, 2010).
Contudo, poucos MWCNTSs livres foram observados dentro da célula (Fig. 39B). Esses
resultados estdo de acordo com Wei et al. (2010) os quais sugeriram que somente NMs e
pequenos agregados de NMs possuem capacidade para passar pela parede celular e atingir a
membrana plasmatica. Por outro lado, a perda da integridade da parede celular (Fig. 39B)

pode ter facilitado a entrada de MWCNT dentro das células.
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Figura 39. Micrografia eletronica de transmissdo de C. vulgaris e K. flaccidum expostas a 100 pg mil? de
MWCNT ou NFC ap6s 48 horas. Controle de C. vulgaris em meio BB (A), C. vulgaris em meio
BB expostas a MWCNT(B), C. vulgaris em meio BB expostas a NFCs (C), Controle de C.
vulgaris em &gua do Rio Sena (D), C. vulgaris em agua do Rio Sena expostas aos MWCNTSs (E),
C. vulgaris em agua do Rio Sena expostas as NFCs (F). Controle de K. flaccidum (G), K.
flaccidum em meio BB expostas aos MWCNTSs (H), K. flaccidum em meio BB expostas as NFCs
(). Setas escuras: NMs no meio extracelular; Setas brancas: NMs no meio intracelular.

Nas células de C. vulgaris cultivadas em agua do Rio Sena ndo foi observada
internalizacdo de MWCNTs (Fig. 39E). Uma possivel explicacdo para esse fenémeno pode
ser 0 meio de cultura celular (meio de cultura BB ou &gua do Rio Sena). Os diferentes
sistemas de cultura in vitro podem alterar a interagdo de MWCNT com as células de C.
vulgaris. Recentemente, estudos in vitro demonstraram que a composicdo dos meios de
cultura afeta a expressao de proteinas que compde a membrana plasmatica e este fato pode
influenciar a internalizacdo de MWCNTs (HANIU et al., 2013). Futuros estudos séo
necessarios para melhor compreensdo da interagio de MWCNTs com as microalgas em
diferentes meios de cultura.
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A adsorcdo de MWCNT e NFC na superficie celular pode ter resultado no distarbio da
parede celular e membrana plasmatica. Possivelmente, esta perda da integridade da membrana
plasmatica ocasionou a morte celular. Imagens de MET de C. vulgaris expostas aos
MWCNTs em ambos os meios de cultura BB e dgua do Rio Sena demonstraram dano nas
membranas celulares (Fig. 39B, 39E). As micrografias demonstraram células que perderam
parte da integridade da sua membrana celular. Essas lesdes podem ter ocasionado a liberacédo
de conteldo citoplasmatico. Somente células em processo de morte celular, com a membrana
danificada séo coradas com o Azul de Tripan. Assim, os resultados deste teste corroboraram
0s achados microscaopios.

N&o esta claro se a internalizacdo de particulas é relevante para a inducdo de efeitos
intracelulares ou se a toxicidade pode ser devido a adsor¢do de NMs na membrana celular
(RODEA-PALOMAS et al., 2011). Pode-se hipotetizar que tanto a aderéncia de MWCNTSs e
NFCs na superficie das algas, quanto a internalizacdo de MWCNTSs podem ter contribuido
para a ruptura da parede e membrana celular, para as alteragdes morfologicas e para os efeitos
toxicos identificados.

Dos estudos acima mencionados verificou-se que em determinadas condicbes a
exposicdo dos MWCNT e das NFC afetam a viabilidade celular e o crescimento das
microalgas C. vulgaris e K. flaccidum. Esta toxicidade dos NMs pode estar relacionada a
varias causas. Os NMs possivelmente alteram o crescimento celular e causam a morte devido
ao estresse oxidativo, alteragdes na producdo de ATP, diminuicdo da atividade fotossintética e
estresse fisico. A internalizagdo de MWCNTSs nas células ocorreu em C. vulgaris cultivadas
em meio BB, mas 0 mesmo ndo foi observado em células de C. vulgaris cultivadas em agua
do Rio Sena ou em células de K. flaccidum. Apesar das NFCs ndo terem sido encontradas
dentro dessas microalgas, estes NMs foram observados aderidos a superficie de ambas as
microalgas C. vulgaris e K. flaccidum, fato que pode ter sido determinante para a ocorréncia
de efeitos citotoxicos. A Tabela 6 apresenta um resumo geral dos resultados dos testes de

citoxicidade para as microalgas avaliadas.
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Tabela 6 — Resumo geral dos principais resultados dos testes de citotoxicidade para C. vulgaris e K. flaccidum

expostas a0s MWCNT ou as NFCs comparados aos grupo controle.

C. vulgaris em diferentes sistemas de cultivo (1; 50 e 100 pg ml-*de MWCNT ou NFC por 24, 48, 72 e 96h)

Grupos Proliferacéo Viabilidade Eficiéncia Atividade Niveis Internalizacéo
Celular Celular Fotossintética de SOD de ATP de NMs

MWCNT Baixa Baixa Semelhante ate Alta Baixo Presente

em meio BB 72h

NFC Baixa Baixa Baixa Alta Baixo Ausente

em meio BB

MWCNT Semelhante Baixa Semelhante Alta Baixo Ausente

emaguado  naconcentracdo

Rio Sena de 1 ug mit

NFC Semelhante na  Baixa Baixa Alta Baixo Ausente

eméguado  concentracdo de

Rio Sena 1 g ml?

K. flaccidum em diferentes sistemas de cultivo (1; 50 e 100 pg ml* de MWCNT ou NFC por 24, 48, 72 e

96h)

Grupos Proliferacéo Viabilidade Eficiéncia Atividade Niveis Internalizagéo
Celular Celular Fotossintética de SOD de ATP de NMs

MWCNT Baixa Baixa Semelhante Alta Baixa Ausente

em meio BB apds 48h

NFC Baixa Baixa Baixa apenas Alta Baixa Ausente

em meio BB ap6s 48h com 24h
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5.4 EXPERIMENTO 4 - TRANSFECCAO IN VITRO DE FIBROBLASTOS E EMBRIOES
BOVINOS UTILIZANDO MWCNT-COOH CONJUGADOS COM PLASMIDEOS
MARCADOS COM GFP

5.4.1 Ensaio de retardo da mobilidade eletroforética

Visando testar a utilizagdo de NTCs como método alternativo para carrear genes
exogenos para fibroblastos e embriGes bovinos, foi testada a capacidade de transfeccéo de
MWCNT-CHOO complexado ao vetor pLGW contendo o gene GFP (pGFP). Primeiramente,
foi realizado o ensaio de retardo da mobilidade eletroforética para se estudar a interacdo entre
o DNA (pGFP) e os agentes transfectantes. Como demonstrado na Figura 40, o complexo
MWCNT-COOH:pGFP (em solugéo a 150 mmol de NaCl) incubado a temperatura ambiente
(pocos 11-13) ou o complexo PEI:pGFP, utilizado como controle positivo (pogos 17-19)
apresentaram uma mobilidade eletroforética mais lenta quando comparada aquela exibida
pelas amostras de MWCNT-COOH:pGFP complexado em temperatura ambiente, MWCNT-
COOH:pGFP complexado em ultrassom com gelo, pGFP puro e pGFP puro submetidos ao

ultrassom.

123 4567 8 910 111213141516 17 1819

1000pb

Figura 40. Gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etideo para analise da interagdo de agentes
transfectantes (MWCNT-COOH e PEI) e DNA plasmidial (pGFP). 1: marcador de peso
molecular de 1kb. 2-4: pGFP puro. 5-7: pGFP puro em ultrassom. 8-10: MWCNT-
COOH:pGFP complexado em temperatura ambiente. 11-13: MWCNT-COOH:pGFP
complexado em temperatura ambiente e 150 mmol de NaCl. 14-16: MWCNT-
COOH:pGFP complexado em ultrassom. 17-19: PEIl:pGFP
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A mobilidade mais lenta indica que as moleculas de DNA estdo complexadas aos
agentes transfectantes de maneira mais estavel, uma vez que a mobilidade eletroforética de
um &cido nucléico altera-se quando os NTCs ou os polimeros de PEI ligam-se a ele. Para o
PEI, foi observada grande eficiéncia de complexacdo (Fig. 40, pogos 17-19), provavelmente
por sua natureza quimica que o capacita a ser utilizado como agente de transfeccdo em varios
tipos celulares (TOLEDO et al., 2008; YAMANO, DAI e MOURSI, 2010). O método de
transfeccdo com PEI foi descrito por Boussif et al. (1995) e é baseado na formacdo de um
complexo entre a carga positiva da molécula do polimero e a carga negativa do DNA. A carga
positiva do PEI é proveniente das aminas protonadas que o constituem. Semelhantemente aos
lipossomos, a carga total positiva do complexo PEI:DNA pode aproximar-se da membrana
plasmatica e ser endocitado. Porém, esses carreadores causam citotoxicidade, pois podem
gerar quebras na estrutura da membrana plasmatica (TERRADELAS, 2009).

Para a formacdo dos complexos MWCNT-COOH:pGFP, o uso de ultrassom com gelo
ndo foi eficiente (Fig. 40, pocos 14-16). Contudo, estudos anteriores complexaram
eficientemente SWCNT com 4cido ribonucleico de interferéncia (iRNA) nestas condicdes
(LADEIRA et al., 2010). Neste caso, a baixa temperatura (aproximadamente 4°C) promoveu
uma dispersdo aquosa efetiva devido a um maior acoplamento acustico entre o recipiente e o
banho. Em adicédo, nessa temperatura os processos de cavitacdo foram reduzidos, garantindo
uma maior estabilidade e cinética na formacdo do complexo. Porém, essa metodologia néo
teve 0 mesmo resultado quando comparado ao presente estudo, possivelmente devido a
diferengas estruturais e quimicas entre os NTCs e os acidos nucleicos utilizados.

Por outro lado, a complexacdo dos MWCNT-COOH e DNA plasmidial em temperatura
ambiente em solucdo salina contendo NaCl foi mais eficiente (Fig. 40, pocos 11-13) quando
comparado aos sistemas de complexacdo dos MWCNT-COOHs sem esse sal em temperatura
ambiente ou em ultrassom com gelo (Fig. 40, pogos 8-10 ou 14-16). A adi¢cdo de NaCl ao
sistema fornece um potencial idnico favoravel a interagdo das moléculas de DNA com 0s
NTCs (LIU et al., 2011; XU et al., 2011). Isso ocorre, provavelmente, pela acdo dos cations
sodio (Na*) que blindam a carga negativa dos grupos fosfatos, minimizando a repulsdo entre
esses grupos, favorecendo assim a conformagdo helicoidal da dupla hélice.

A conformacdo helicoidal € um fator determinante para que a molécula de DNA se
enrole ao longo do eixo dos NTCs por meio de interagcdes ndo covalentes do tipo pi-stacking
(ZHENG et al., 2003). Mais precisamente, a configuracdo helicoidal da fita de DNA

possibilita que as bases nitrogenadas se posicionem de forma paralela a superficie do NTCs,
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maximizando as interacGes entre as nuvens pi dos dois materiais, a qual é responsavel pela
estabilidade dos hibridos formados. Portanto, uma forca i6nica adequada parece ser
importante para fornecer um potencial idnico no meio que seja energicamente favoravel a

interacdo e estabilidade de moléculas de DNA com os NTCs.
5.4.2 Avaliacéo da transferéncia génica em fibroblastos

5.4.2.1 Microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo

Em fibroblastos, pode-se verificar que o complexo pGFP:MWCNT-COOH foi capaz
de transfectar as células (Fig. 41 C). Porém, visualmente, observou-se maior quantidade de
células GFP positivas (GFP+) utilizando-se o reagente PEI (Fig. 41 D). Ndo foram observadas
fluorescéncias nas celulas sem DNA plasmidial (Fig. 41 A) ou com DNA plasmidial sem
agente transfectante (Fig. 41 B).

.
.
Figura 41. Capacidade de transfeccdo de MWCNT-CHOO e PEI em

fibroblastos bovinos cultivados in vitro com o plasmideo pLGW

(pGFP). A: controle (sem pGFP); B: pGFP puro; C: complexo
pGFP:MWCNT-CHOO e D: complexo pGFP:PEI.
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Na quantificacdo das células fibroblasticas expressando a proteina GFP por citometria
de fluxo, foi possivel a deteccdo das células transfectadas por ambos os métodos (PEI e
MWCNT-COOH). Na Figura 42 estd demonstrado que a porcentagem de células GFP+ foi
menor (P<0,05) nos grupos de células sem DNA plasmidial (0,05 + 0,12 %) e células com
DNA plasmidial sem agente transfectante (0,07 = 0,23%) quando comparados com
fibroblastos transfectados com 0 MWCNT-COOH (3,30+ 0,36%) ou PEI (3,96 £ 1,42%).
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Figura 42. Porcentagem de células GFP positivas (GFP+) analisadas por citometria
de fluxo 48 horas pos-transfeccdo utilizando MWCNT-COOH ou
polietilenoimina (PEI). Dados apresentados em média e erro padréo da
média. Letras diferentes indicam diferencas significativas ao nivel de
5%.

A eficiéncia de transfeccdo dos NTCs pode ser influenciada pelo método de
funcionalizacdo (AHMED et al., 2009; LIU et al., 2013), tamanho e caracteristica (YANG et
al., 2011) e relacdo entre a quantidade de NTCs e DNA complexados. No presente estudo,
testes preliminares foram realizados para a determinacdo da melhor relacio de MWCNT-
COOH e pGFP que possibilitasse a transfeccdo de fibroblastos. Dentre as relagdes estudadas,
a mais efetiva foi a de 1,5 pg mlI'* MWCNT-COOH para 0,3 pg ml™ pGFP (5:1) que resultou
em células expressando a proteina GFP quando avaliadas por microscopia de fluorescéncia.
Outro aspecto considerado foi utilizar concentragdes de MWCNT-COOH néo tdxicas para
fibroblastos bovinos obtidas no experimento 1. O método de transfeccdo controle (PEI), assim
como 0s MWCNT-COOH, também apresentou baixa porcentagem de células GFP+ (Fig. 42).

Esses resultados precisam ser mais investigados, uma vez que outros fatores podem ter
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influenciado no processo de transfeccdo. Coonrod e Horwitz (1997) observaram que a
integridade do DNA que chega ao nucleo parece ser determinante para a eficiéncia de
transferéncia génica. De fato, a degradacdo dos &cidos nucleicos por nucleases citoplasmaticas
durante a internalizacdo celular ou transito até o ndcleo, bem como a fusdo de endossomos
contendo o DNA exdgeno com os lisossomos é determinante para o sucesso da transfeccao
(WATTIAUX et al., 2000; SANZ et al., 2011). Os métodos ndo-virais, incluindo os NTCs,
tem demonstrado, na maioria da vezes, internalizacdo por endocitose (KAM, LIU e DAI,
2006) que pode levar ao aprisionamento e degradacdo do DNA exdgeno pelos lisossomos.
Contudo, outros estudos revelaram que os NTCs podem passar livremente pela membrana
plasmatica, sem formacdo de endossomos e que o processo de encapsulamento dos acidos
nucléicos dentro deste NM favorece sua protecdo contra degradacdo por nucleases
intracelulares (PATIL et al., 2008; WU et al., 2008; CHEUNG et al., 2010).

No presente trabalho, quando comparada com uma técnica de referéncia, a baixa
eficiéncia de ambos os métodos de transfeccdo (MWCNT-COOH e PEI) pode estar associada
simultaneamente aos fatores supracitados, mas também a origem e tipo de célula utilizada.
Estudos anteriores observaram que culturas primarias de fibroblastos humanos séo dificeis de
serem transfectados (BAUM et al., 1994; VEELKEN et al. 1994; JORDAN et al., 2008),
enquanto células imortalizadas Hela sdo facilmente transfectadas e com alta eficiéncia.
Ensaios utilizando NTCs como carreadores génicos, apresentaram alta eficiéncia de
transfeccdo em células HelLa (LIU et al., 2011; YANG et al., 2011; HUANG et al., 2013). A
maior propensdo a transfeccdo de células imortalizadas tem sido atribuida ao tempo que o
DNA exogeno fica dentro do nucleo. Em células priméarias, o DNA exdgeno é rapidamente
eliminado do ndcleo, fato que ndo ocorre em células HeLa (COONROD e HORWITZ, 1997).
Quando as células priméarias sdo tratadas com inibidores de proteases lisossomais a
transfeccdo é aumentada. No presente estudo, foram utilizados fibroblastos provenientes do
estoque de células congeladas na 22 passagem, sendo consideradas, portanto, células de
linhagem secundéria. Contudo, possivelmente estas células podem ter mantido alguma dessas
caracteristicas de células primarias que diminuem a eficiéncia da transfeccao génica.

Outra possivel explicacdo para as baixas taxas de transfeccdo podem estar
relacionadas a natureza do plasmideo. H& indicios de que a topologia da molécula de DNA
plasmidial pode favorecer os niveis de expressao génica (CHANCHAM e HUGHES, 2001).
O plasmideo utilizado no presente estudo (pLGW) possui estrutura circular. Nesta condicdo,

normalmente, um plasmideo possui as duas extremidades de cada fita ligadas covalentemente
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por ligacOes fosfodiester intactas, o que dificulta a integracdo do plasmideo ao DNA
hospedeiro. No entanto, a forma circular aberta ndo é a mais frequente conformacao dessa
molécula. H4 uma forma mais compacta, denominada supercoiled (superenrolada- SC), que
parece ser mais abundante nas células bacterianas (PRAZERES, SCHLUEP e COONEY,
1998). Essa estrutura conformacional se organiza espontaneamente, quando uma das
extremidades da dupla hélice gira em torno da outra antes do fechamento da molécula,
levando a uma tensdo que s6 € minimizada quando o DNA pode enrolar-se. A forma SC é
termodinamicamente mais favoravel a processos de replicacdo e transcricdo. Um DNA SC
pode retornar a conformacdo open-circular (circular aberta) caso apenas uma das fitas seja
clivada em uma de suas ligacdes fosfodiéster (a fita clivada girara ao redor da intacta até
restabelecer o estado de repouso), ou tornar-se linear caso as duas fitas sejam clivadas. A
forma superenrolada foi descrita como a mais indicada para transfeccdo por favorecer a
insercdo no genoma hospedeiro e a expressao dos transgenes (HIROSE, TSUDA e SUZUKI,
1985; MAUCKSCH et al., 2009). Por outro lado, Chancham e Hughes (2001) observaram que
os plasmideos lineares sdo os mais eficientes no estabelecimento de uma transfeccdo estavel
quando comparado a forma circular superenrolada. Os plasmideos lineares tendem a formar
complexos com uma quantidade cinco vezes menor de agente transfectante em relacdo ao
plasmideo circular (GROLL, 2003). Portanto, a estrutura do plasmideo utilizado no presente
estudo também pode ter influenciado nas baixas taxas de transfeccdo observadas nos
fibroblastos transfectados com MWCNT-COOH ou PEI.

5.4.2.2. PCR em tempo real para a identificacdo do gene GFP

Analises de PCR em tempo real foram realizadas utilizando o DNA gendmico dos
fibroblastos expostos aos complexos pPDNA-MWCNT e primers especificos para o gene GFP.
A especificidade do produto foi verificada pela curva de melting. N&o foram observados
produtos inespecificos ou dimeros de primers nos produtos de PCR (Fig. 43A).
Posteriormente, os produtos do PCR em tempo real foram submetidos a gel de agarose e 0s
resultados confirmam a presencga do fragmento de 214 pb do gene GFP nos fibroblastos (Fig.
43B).



124

B
1.2 3 4 5 6 7

L e =

95

Figura 43. A: Curvas de dissociacdo do gene GFP em fibroblastos bovinos obtidas apds amplificacdo por PCR
em tempo real. (1) Fibroblastos GFP+ transfectados com o complexo MWCNT-COOH:pGFP e
PEIL:pGFP, (2) Fibroblastos GFP negativos e controle negativo. B: Gel de agarose mostrando a
presenca do gene GFP (214 pb) em fibroblastos bovinos cultivados in vitro transfectados com o
complexo MWCNT-COOH:pGFP e PEI:pGFP apds PCR em tempo real. (1) Peso molecular (PM), (2
e 3) MWCNT-COOH:pGFP (4) Controle negativo, (5-6) PEI:pGFP, (7) Controle negativo.

5.4.3 Avaliacéo da transferéncia génica em embrides

5.4.3.1 Microscopia de fluorescéncia

Visando testar a utilizacdo de NTCs como método alternativo de transfeccdo em
embrides bovinos, foi testada a capacidade de transfeccdo de MWCNT-COOH complexados
aos plasmideos pGFP. No experimento 2, foi verificado que a concentragdo de 0,2 pg ml™
apesar de alterar a expresséo de alguns genes, ndo alterou a taxa de eclosdo, degeneragdo ou
apoptose embrionaria. Partindo-se dessa concentracdo inicial, o0s MWCNT-COOH foram
complexados ao vetor pLGW contendo o gene GFP (pGFP) nas relagbes 1:1 (0,2 ug
MWCNT-COOH para 0,2 pg pGFP), 10:1 (2 pg MWCNT-COOH para 0,2 pg pGFP) e 20:1
(4 png MWCNT-COOH para 0,2 pg pGFP).

Na Figura 44 pode-se verificar que os complexos MWCNT-COOH:pGFPs foram
capazes de transfectar os embrides bovinos produzido in vitro. A expressao do gene para GFP
foi avaliada por fluorescéncia in situ trés dias apos a transfeccdo (estagio de 2 a 8-células).
Esses resultados indicaram que o complexo MWCNT-COOH:pGFP foi capaz de passar pela
zona pelucida e o plasmideo pGFP atingiu o nucleo do zigoto. Posteriormente, o gene GFP foi
transcrito e traduzido na proteina verde fluorescente. Foram transfectados zigotos recém-
fertilizados (6 h pos fertilizacdo), uma vez que o estigio precedente a 2 células é o mais
indicado para a insercdo de DNA exdgeno (BALDASSARRE et al., 2004).
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Figura 44. Capacidade de transfeccdo de MWCNT em embrides bovinos
(estdgio 2 a 8 células) cultivados in vitro com o plasmideo pLGW
(relacdo 20:1). A: embrides controle em luz branca, A’: embrides
controle em luz ultravioleta (sem MWCNT:pGFP). B: embrides
incubados com complexo MWCNT:pGFP em luz branca. B’:
embrides incubados com MWCNT:pGFP expressando a proteina
verde fluorescente (GFP) em luz ultravioleta.

Os embrides desenvolveram-se normalmente até o estagio de blastocisto, porém a
expressdo de GFP ndo foi verificada neste estagio. Possivelmente, a expressao deste gene foi
suprimida no estagio de blastocisto conferindo uma expressao transiente ou temporaria. 1sso
ocorre quando o DNA exdgeno € inserido no nucleo, porém ndo ha incorporacdo ao
cromossomo (AHMED, 2000). Desta forma, as proteinas sdo expressas por um curto intervalo
de tempo, periodo apos o qual provavelmente as células excluem o segmento.

Caso, 0 DNA exdgeno seja inserido no genoma, a expressao de um transgene pode
variar devido a uma série de fatores, incluindo os efeitos do numero de cdpias inseridas num
mesmo genoma e a tendéncia de o DNA exdgeno sofrer rearranjo antes de integrar-se
(FUJIWARA et al., 2003). Adicionalmente, a expressdo do transgene € influenciada pela sua
localizag&o no genoma hospedeiro, em relagéo a elementos de controle transcricional, regides
de heterocromatinas nao-transcritas dos cromossomos ou regides silenciadas por metilacao
(HOFMANN et al., 2006). Acredita-se que as melhores regides de integracdo de um transgene
que favorecam a expressdo sejam as de eucromatina (DAY et al., 2000), j& que em pontos

heterocroméaticos 0 DNA pode ficar inacessivel a fatores de transcri¢do. Punzon et al. (2003)
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detectaram variabilidade e silenciamento de genes exdgenos em camundongos transgénicos.
Essas alteracbes ndo foram relacionadas ao numero de cépias inseridas, mas ao efeito de
posicdo do inserto, que levaram a ativagdo de mecanismos de silenciamento. O mesmo efeito
ocorreu em outro trabalho que teve a expressdo de GFP afetada devido a posicdo de insercdo
gendmica deste gene reporter (HOFMANN et al., 2006). Dessa forma, é preciso compreender
0s mecanismos de integracdo do DNA ex6geno bem como a sua posicao, pois estes fatores
podem determinar a sua expresséo.

A insercdo de DNA exdgeno também pode induzir as células interromperem o ciclo
celular na fase G1 e ativar os mecanismos apoptdticos (RENZING e LANE, 1995). Assim,
teremos uma expressao transiente, pois ap0os os ciclos de divisdo celular a quantidade de
células que possuem o DNA exdgeno ira diminuir. Possivelmente estes fatores, associados
aos descritos anteriormente para os fibroblastos, foram responsaveis pela falta de expressao
de GFP no estégio de blastocisto. Provavelmente, o gene para GFP pode ter sido silenciado ou

o0s blastdmeros ndo continham este gene em seus nucleos apos os ciclos iniciais de clivagem.

5.4.3.2 PCR em tempo real para a identificacao do gene GFP

Embrides no estagio de 2-8 células foram submetidos a analises de PCR em tempo real
para confirmacao da presenca do gene GFP nestas estruturas. A especificidade do produto foi
verificada pela curva de melting. N&o foram observados produtos inespecificos ou dimeros de
primers nos produtos de PCR (Fig. 45A) e os ensaios de gel de agarose confirmaram a
presenca do fragmento de 214pb do gene GFP nos embrides (Fig. 45B).
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Figura 45. A: Curvas de dissociacdo do gene GFP em embrides bovinos obtidas ap6s amplificagdo por PCR
em tempo real. (1) Embrides GFP+ transfectados com o complexo MWCNT-COOH:pGFP, (2)
Embrides GFP negativos e controle negativo. B: Gel de agarose mostrando a presenga do gene
GFP (214 pb) em embrides bovinos produzidos in vitro transfectados com o complexo MWCNT-
COOH:pGFP apbs PCR em tempo real. (1) Peso molecular (PM), (2) MWCNT:pGFP relacéo 1:1,
(3) MWCNT:pGFP relagdo 1:10, (4) MWCNT:pGFP relagdo 1:20, (5) Controle negativo.

Na tabela 7 estdo as porcentagens de embrides que apresentaram bandas GFP + ap6s
transfeccdo génica com os complexos de MWCNT-pDNA na relagdo 1:1 e 1:10 foram de
1/30 (3,33%) e para a relagéo 1:20 foi de 14/30 (46,67%). Assim, a taxa de GFP + para as
relacBes 1:1 e 1:10 foram consideradas baixas quando comparadas a relacdo 1:20 (P<0,001).
Possivelmente, nos complexos onde a concentracdio de MWCNT-COOH foi menor o0s
embribes incorporaram poucas moléculas do gene GFP e ndo foram eficientemente

transfectados.

Tabela 7 — Porcentagem de embrides GFP positivos (GFP+) 72 horas pos-transfeccdo com

concentragdes diferentes de MWCNT-COOH conjugados aos pGFP

N Grupos GFP+ (%)
30 MWCNT-COOH:pGFP (1:1) 3,332
30 MWCNT-COOH:pGFP (10:1) 3,332
30 MWCNT-COOH: pGFP (20:1) 46,67°

Os valores estdo demonstrados na forma de porcentagem. Letras diferentes na mesma coluna
diferem significativamente de acordo com o teste Student Newman Keus (SNK) ao nivel de 5%.

A inovacédo no uso de NTC como carreadores génicos para embrides bovinos consiste
na sua capacidade de transpor a zona pellcida, ja evidenciada em trabalhos utilizando
MWCNT néo funcionalizado (PEREIRA et al., 2010b). No presente estudo, essa capacidade
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foi mantida mesmo em MWCNT funcionalizados (MWCNT-COOH) apds a complexagéo
com o DNA plasmidial. A remocdo da zona pellucida, necessaria para a maioria das outras
técnicas disponiveis, pode prejudicar o desenvolvimento embrionario (BRONSON e
MCLAREN 1970; RIBAS et al., 2006). Assim, o diferencial na utilizagdo de MWCNT-
COOH como carreadores de genes de interesse consiste na simplicidade e rapidez deste novo
sistema de entrega génica. Adicionalmente, os métodos tradicionais para este fim, como
microinjec@o ou carreadores virais requerem procedimentos complexos, equipamentos caros
ou preocupagdes com relacdo a biosseguranca. Com o uso dos complexos MWCNT-
COOH:pGFP, a principal limitacdo consiste no nimero de estruturas disponiveis para o
procedimento, uma vez que com este sistema varios embrides podem ser transfectados ao
mesmo tempo, apenas com a adi¢do da solucdo de NTCs complexados aos plasmideos no
meio de cultura embrionario.

Por outro lado, os resultados demonstraram que a expressdao do transgene ndo foi
mantida até o estagio de blastocisto, fato que pode ter sido relacionado ao tipo de plasmideo
utilizado ou as dificuldades comumente encontradas nos métodos de transgenia. Assim, novos
estudos devem ser realizados para aperfeicoar o0 uso de NTCs como carreadores génicos em
embrides, visto que além da sua capacidade de transpor a zona pellcida, o uso destes
materiais &€ promissor, pois dispensa 0 uso de equipamentos especializados o que pode

futuramente diminuir o custo de producéo de animais transgénicos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos de 1, 2 e 3 foram delineados para avaliar os possiveis efeitos toxicos
das NFC e MWCNT em diferentes modelos bioldgicos. Nas condices testadas, os NMs nao
alteraram a viabilidade de fibroblastos em baixas concentracdes, porém houve diminui¢do da
viabilidade a partir de determinadas concentracbes. Com relacdo aos embribes, na
concentracdo avaliada, os NMs ndo alteraram a cinética de desenvolvimento e sobrevivéncia
embrionaria, porém, os MWCNT-COOH influenciaram maiores modificagdes na expressao
génica quando comparados as NFCs. Todavia, pesquisas futuras sdo necessarias para
determinar os mecanismos pelos quais 0s NMs induzem a citotoxicidade nesses modelos
bioldgicos.

Nos estudos de ecotoxicidade, de maneira geral, a exposicdo dos NMs desencadeou
toxicidade em microalgas C. vulgaris e K. flaccidum ap6s avaliacdo de varios parametros
bioldgicos. As diferencas identificadas entre a toxicidade observada em meio de cultura e
agua do Rio Sena sugere que a toxicidade dos NMs possa ser “meio dependente”, o que leva a
necessidade de pesquisas futuras com esse enfoque. Uma vez que a composi¢cdo da agua €
diferente nas diferentes bacias hidricas do planeta.

No experimento 4, explorou-se o uso potencial de MWCNT-COOHSs na transferéncia
génica para céulas e embrides de bovinos cultivados in vitro. Os MWCNT-COOH
complexados aos plasmideos marcados com GFP foram capazes de transfectar fibroblastos e
embrides bovinos. Porém, novos estudos devem ser realizados para aumentar a eficiéncia de
transfeccdo e a manutencgédo de genes exdgenos nesses modelos.

Em conjunto, os resultados do presente estudo podem auxiliar na melhor compreensao
da interferéncia de NMs em organismos vivos, uma vez que sdo escassas as informacoes
acerca dos impactos das NFCs e dos MWCNTSs na satude humana e ambiental. Esses dados,
em conjunto com outras pesquisas desenvolvidas em outros centros permitirdo suportar
atividades futuras sobre a recomendacao de uso seguro desses NMs, ou reorientar estudos em
andamento para melhor adequar o desenvolvimento de NMs. Com relacdo a aplicacdo de
NMs como novos sistemas de entrega de genes, os dados de transfeccdo com os MWCNT-
COOHSs podem estimular mais pesquisas para aperfeicoar este método de carreamento génico,
abrindo novas possibilidades de uso terapéutico bem como a producdo de animais

transgénicos.
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Short title: Effect of the cotton cellulose nanofibers in in vitro cultured fibroblasts

Abstract

Cellulose nanofibers (CNF) have mechanical properties that make them very attractive for applications in
construction of polymeric matrices, drug delivery and tissue engineering. However, little is known about
their impact on mammalian cells. The objective of this study was to evaluate the cytotoxicity of CNF and
their effect on gene expression of fibroblasts cultured in vitro. The morphology of CNF was analyzed by
transmission electron microscopy and the surface charge by Zeta potential. Cell viability was analyzed by
flow cytometry assay and gene expression of biomarkers focused on cell stress response such as Heat
shock protein 70.1 (HSP70.1) and Peroxiredoxin 1 (PRDX1) and apoptosis as B-cell leukemia (BCL-2)
and BCL-2 associated X protein (BAX) by RT-PCR assay. Low concentrations of CNF (0.02 to 100 ug
ml™) did not cause cell death; however, at concentrations above 200 xg ml™, the nanofibers significantly
decreased cell viability (86.41 £ 5.37%). The exposure to high concentrations of CNF (2000 and 5000 ug
ml™) resulted in increased HSP70.1, PRDX1 and BAX gene expression. The current study concludes
that, under the conditions tested, high concentrations (2000 and 5000 xg ml™) of CNF cause decreased
cell viability and affect the expression of stress- and apoptosis-associated molecular markers.

1. Introduction

Currently, there is a lot of use of various nanomaterials in the industrial, agricultural, pharmaceutical
and medical fields [1-3]. The great advantage of nanostructured materials is the enhancement of their
mechanical, optical, magnetic and chemical properties that differ from individual atoms and molecules, enabling
the creation of improved materials, devices, and systems that exploit these new properties [4, 5].

Among existing nanomaterials, cellulose nanofibers (CNF) have emerged as an attractive nanomaterial
due to their hydrophilicity, flexibility, mechanical strength and broad chemical-modifying capacity. Moreover,
they are biodegradable [6, 5] and can be obtained from a range of renewable biosources, such as wood, straw,
cotton, other plants, algae and microorganisms [7-10].

CNF are defined as long molecule sheaves stabilized by hydrogen bonds, with nano-sized diameters, (2
to 20 nm) and height varying from 10 to 103 cm depending on the cellulose source [11, 12]. These nanofibers
can be applied in the production and reinforcing of polymer nanocomposites [13-15] barrier films and filtration
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membranes [16, 17] drug delivery [18-20] and genetic engineering [21, 22]. In medicine, nanocellulose has
applications as membranes that act as temporary wound dressings improving the healing process of burns and
chronic wounds [23,24] as tubes that act as replacement blood vessels [25, 26] and other biomaterials like bone
graft [27].

Despite their great potential applications, little is known about the effects of CNF on human and animal
health and environment. CNF has similar morphology to carbon nanotubes (CNT) such as nanometer diameter
and nano or micrometer length [9]. These later needles-like fibers have been compared to asbestos [28] causing
lesions in mesothelial cells [29]. Thus, CNF may potentially have toxicity dependent on its morphology, which
reinforces the need for studies on the toxicity of this nanomaterial. So far, few studies have evaluated the
cytotoxicity of cellulose fibers (non-nanomaterial). For instance, a prior report [30] did not show toxic effects
after chronic inhalation and intraperitoneal injection of cellulose fibers with a diameter greater than 100 nm in
rats. Another study showed low cytoxicity in vitro of cotton CNF in human lung cells [31]. However, in a recent
study, the cotton CNF were reported genotoxic in plant cells, but were not cytotoxic to mouse fibroblasts [32].
Therefore, more studies in cotton CNF are needed on order to know the potential deleterious of this new
nanomaterial. The aim of the present study was to evaluate in vitro the effect of cotton CNF on cell viability and
gene expression of biomarkers related to cell stress response such as Heat shock protein 70.1 (HSP70.1),
oxidative stress Peroxiredoxin 1 (PRDX1) and to apoptosis control such as B-cell leukemia (BCL-2) and BCL-2
associated X protein (BAX) using mammalian fibroblasts. To our knowledge, we provide the first evidence that
high concentrations of cotton CNF may induce cell death and changes in gene expression of mammalian dermal
fibroblast.

2. Materials and methods

2.1. Preparation of cotton cellulose nanofibers

All chemicals were purchased from Sigma Chemical (St Louis, MO, USA). Commercial cotton fibers
were purchased from the local market. The fibers were finely chopped in a knife mill, passed through a 10-mesh
sieve, dewaxed with 1:1 (v/v) ethanol:cyclohexane for 12 h in a Soxhlet apparatus and then vigorously washed
with tap water. The dewaxed samples were dried for 12 h at 100 C in an air-circulating oven.About 5 g of fibers
were dispersed in 100 ml of 6.5 M sulfuric acid at 45 °C and stirred vigorously for 75 min. After that, 500 ml of
cold distilled water was added to stop the reaction. The sulfuric acid was partially removed from the resulting
suspension by centrifugation at 8,000 x g for 15 min. The non-reactive sulfate groups were removed by
centrifugation followed by dialysis. Then the fibers were resuspended and dialyzed against tap water with a
tubing cellulose membrane (76 mm, D9402- Sigma) until the pH reached 6 —7. The resulting suspension was
sonicated (Branson 450 sonifier, Branson Ultrasonics, Danbury, USA) for 5 min (in ice bath) and stored in a
refrigerator.

2.2. Characterization of cotton cellulose nanofibers

For transmission electron micrograph (TEM) analysis, an aliquot of cotton CNF suspension was diluted
and sonicated for 5 min. A drop of this resultant diluted suspension was deposited on a carbon micro grid net
(400 meshes) and the grid was stained with a 1.5% solution of uranyl acetate and dried at room temperature.
TEM images were obtained using a Philips CM200 transmission electron microscope with an acceleration
voltage of 80 kV. The dimensions (length and diameter) were calculated with the ImageJ software (National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland).

The Zeta potential of the cotton CNF was determined by dynamic light scattering (Zetasizer Nano ZS;
Malvern Instruments Ltd, Malvern, Worcestershire, UK).

2.3. Cytotoxicity assay

The effect of cotton CNF on cell viability was assessed using flow cytometer assays. Bovine fibroblasts
collected from Gyr cows were cultured in a Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) supplement with
10% fetal calf serum (FCS), 100 units mI? penicillin-streptomycin and incubated at 37 °C, 5% CO, and 95%
humidity and cryopreserved at second passage. Subsequently, fibroblasts were thawed and cultured at third
passage prior to being utilized for this study.The cell culture and exposure conditions were evaluated according
to ISO 10993-5 “Biological evaluation of medical devices-Test for cytotoxicity: in vitro methods” (or EN
30993-5), using direct contact. The cells were seeded into 6-well culture plates at a concentration of 1.5 x 10 4
and cultured for 48 h before exposure.A stock solution of cotton CNF (5 mg ml™) was prepared by suspending
the nanomaterials in a DMEM medium and it was sonicated three times for 2 min to disperse the agglomerates.
Cells reaching 60% confluence were performed by inverted light microscope (ICM 405, Zeiss, Oberkochen, DE)
and exposed to cotton CNF at different concentrations: 0 (vehicle control), 0.02, 0.20, 0.50, 1.00, 1.50, 100, 200,
400, 800, 1000, 2000, 3000 and 5000 xg ml™* for 24 h. Cell viability was evaluated by flow cytometry assay and
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then cells were stored at -80 °C for further relative quantification of transcript levels. Representative
micrographs of vehicle control and treated cells are shown in figure 1.

2.4. Flow cytometric cytotoxicity assay

The fibroblasts were treated with 0.25% (w/v) trypsin-0.53 mM ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) for 3 min to allow the cells to detach from the bottom. Trypsin was deactivated with a DMEM medium
supplemented with 10% FCS. The cells were collected by centrifugation at 10,000 x g and washed twice with 1
ml of the ice-cold Phosphate-buffered saline solution (pH 7.2). Propidium iodide (PI) was added to the cell
suspension at a final concentration of a final concentration of 50 g ml* and cells were then incubated at 37 °C
in a water bath for 30 min. The fractions of the living and dead cells were analyzed by flow cytometry
(FACScalibur; Becton Dickinson, San Jose, CA).

A flow cytometer equipped with a 585 + 42 nm laser was used to detect cells positive for the Pl dye
(FL2 channel). Three repetitions with three replicates each were carried out, counting 10,000 cells per replicate.
The data were analyzed using the WindMDI 2.8 software (Joe Trotter, Scripps Research Institute).

2.5. Gene Expression Analysis

Total RNA was extracted from three pools of 2 x 10 ° cells per group using the RNeasy Micro Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions and treated with DNase. The RNA
samples were reverse transcribed using the SuperScript Il First-Strand Synthesis Supermix (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Quantification of RNA and cDNA from each
pool by group was performed using 1 pl sample in a spectrophotometer (Nanodrop, Wilmington, DE, USA).

Relative quantification was performed in triplicate using real-time PCR (Applied Biosystems ABI
Prism 7300 Sequence Detection Systems, Foster City, CA, USA). Reactions were prepared using a mixture of
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), primers, nuclease-free water and cDNA. The amount of
cDNA used in the reactions varied according to the optimal concentration identified in preliminary experiments
for each transcript analyzed. For HSP70.1, PRDX1, BAX and BCL-2 genes, 800 ng cDNA per reaction was
used, whereas for Histone H2a gene, 400 ng cDNA per reaction was used. The cDNA template was denatured at
95 °C for 10 min, followed by 45 cycles of 95 °C for 15 s, the gene-specific primer annealing temperature for 30
s (table 1) and elongated at 60 °C for 30 s. After each PCR run, a melting curve analysis was performed to
confirm that a single specific product was generated. Negative vehicle controls, including the PCR reaction
mixture without nucleic acids, were also run with each group of samples. Expression of the Histone H2a gene
was used as housekeeping gene and the vehicle control group (0 xg ml~ cotton CNF) was used as a calibrator.
Primer efficiency for each reaction was calculated using LinRegPCR software [33].
2.6. Statistical analysis

Data were analyzed by ANOVA and differences among means were compared by the Student—
Newman—Keuls’ (SNK) test using the general linear model (GLM) by SAS version 9.1 (SAS Institute, Cary,
NC, USA). Relative gene expression analyses were performed by REST software [34] using a pair-wise fixed
reallocation randomization test and were based on primer efficiency. P < 0.05 was considered significant.

3. Results

3.1. Characterizations of cotton CNF

The morphological study of the cotton CNF suspensions by TEM is shown in figure 2. The images
revealed that cotton CNF, used in this study, are elongate needle-like nanomaterials with a diameter of about 6-
18 nm and a length of 85-225 pum.

3.2. Flow cytometric cytotoxicity assay

The percentage of live cells was not affected (P=0.0613) after exposure to cotton CNF at the
concentrations of 0.02 (92.37 £ 1.31%), 0.20 (94.00 £ 1.29%), 0.50 (92.33 £ 1.35%), 1.00 (92.25 + 1.37%), 1.50
(89.93 + 1.17%) and 100 xg ml™* (90.78 + 3.20%) compared to vehicle control group (94.27 + 1.52%) (figures 3
and 4). Cell viability was significantly reduced (P=0.0001) with cotton CNF concentrations of 200 (86.41 +
5.37%), 400 (86.32 £ 1.31%), 800 (76.79 + 2.74%), 1000 (71.94 £ 2.76%) 2000 (67.99 + 4.63%), 3000 (55.97 +
2.37%) and 5000 xg ml™ (36.51 + 2.58%) (figures 3 and 4).

3.3. Gene Expression Analysis

To further investigate the decrease of cell viability induced by cotton CNF at greater concentrations
(2000 and 5000 xg ml™) than the nontoxic group (100 g ml™), we examined the expression of genes associated
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with response to toxicity (HSP70.1), oxidative stress (PRDX1) and apoptosis control (BAX and BCL-2) by real-
time PCR assay. In fibroblasts exposed to 2000 xg ml™ cotton CNF, the relative expressions of HSP70.1 (1.57 +
0.43; P=0,001), PRDX1 (1.41 + 0.39; P=0,001) and BAX (1.41 + 0.36; P=0,006) were up-regulated when
compared to the vehicle control group (Fig. 5). Similarly, at 5000 xg ml™ cotton CNF, the fibroblasts showed
relatively higher levels of the HSP70.1 (1.74 +£0.26; P=0,001), PRDX1 (1.38 + 0.29; P=0,026) and BAX (1.33 £
0.17; P=0,003) transcripts when compared to the vehicle control group (figure 5). In contrast, in fibroblasts
exposed at 100 ug ml* of cotton CNF, out of five genes evaluated, three of them (HSP70.1 - 1.00 £ 0.13,
P=0,903; PRDX1 - 1.16 + 0.18, P=0,099; and BCL-2 - 1.22 + 0.26, P=0,084) were similar to the vehicle control
group (figure 5). Additionally, the ratios of BAX (P=0,001) and BCL-2 (P=0,001) mRNA expression in 2000
and 5000 xg ml™* cotton CNF groups were higher than in 100 g ml™* cotton CNF group (table 2).

4, Discussion

In the present study, it was found that concentrations of cotton CNF higher than 200 xg ml™ are toxic to
cells cultured in vitro. However, no difference was noticed between the 200 and 400 xg ml™ cotton CNF
concentrations tested, demonstrating a similar effect between them. The nanoparticles may cause cytotoxicity
because of their small size, chemical or physical properties [35] and high reactivity [36]. Previous studies have
suggested that the toxicity of different nanoparticles may primarily be due to particle shapes [37, 38].
Furthermore, higher concentrations of nanomaterials produced higher percentages of dead cells as compared to
the lower concentrations of nanomaterials [39]. With microsized cellulose fibers displaying diameter higher than
100 nm, no cytotoxicity occurred after chronic inhalation and intraperitoneal injection of these materials in rats
[30]. With nanosized materials, bacterial CNF (1 mg ml™2), cotton CNF (0.005 mg ml and 1 mg ml™2) exposure
do not induce toxic effects in mouse embryo fibroblasts [7], in human lung cells [31], or mouse fibroblasts [32],
respectively. However, other nanomaterial with similar shape such as CNT, can cause toxicity depending on the
structure (i.e. needle-like), as described previously [40] in mouse macrophages exposed to CNT. In our study,
the cotton CNF, which have a similar needle-like shape, were added to fibroblast cultured in vitro at high
concentrations, together these conditions can cause damage to the cell membrane and interfere with
compartmentalization in the cell, increasing cell death.

Previous studies have shown that cotton CNF did not cause any form of frustrated phagocytosis in
macrophage cells, and they were completely internalized within a vesicle, suggesting that they enter these
phagocytic cells through a form of endocytosis [31] that most often culminates with lysosome internalization
[41]. This observation can be attributed to their relatively short length (diameter of about 15nm and a length of
220 pm) similar to that used in our study (diameter of about 6-18 nm and a length of 85-225 um), and then it is
possible that the toxicity observed at higher concentrations may be due to DNA damage, injury of membrane or
endosomal compartments [32, 42]. Possibly, the increased cotton CNF exposure resulted in proportional
increases in particle uptake. As a result, this may lead a saturation of the lysosomes and generation of reactive
oxygen species (ROS). In response to oxidants, cells up-regulate the expression of PRDX1 [43, 44]. However,
additional studies are needed to determine the mechanisms of action by which cotton CNF induce citotoxicity.

The expression of the HSP70 gene is an important biomarker of cellular damage. HSP70 proteins play
an essential role as molecular chaperones by refolding of stress misfolded proteins and thus protecting the cell
homeostasis [45]. Under physiological conditions, these proteins are expressed at low levels, but stressful stimuli
such as extreme temperature, heavy metals and other environmental stresses can induce a substantial increase in
intracellular levels of HSPs [46]. In this study, the in vitro culture conditions were similar for all groups, varying
only the concentration of cotton CNF, suggesting that high concentrations of cotton CNF may interfere with
cellular homeostasis. Therefore, it is likely that under certain conditions, nanomaterials can stimulate the
expression of HSP70, confirming a previous report on CNT [45] and chitosan nanoparticles [47]. On the other
hand, aggregation or agglomeration of nanoparticles is an important factor in understanding potential cytotoxity
[48]. In the present study, one can observe that higher concentrations of cotton CNF resulted in large CNF
aggregates (figure 1D) and altered gene expression of Hsp70.1, which could have induced the cytotoxicity.
Previous studies reported that large titanium dioxide nanoparticle aggregates could cause an increment in gene
expression of Hsp and a decrease in cell viability [49]. Agglomerated CNT showed a more adverse effect then
well-dispersed CNT [50]. Nevertheless, Lima et al [32] showed that the aggregation of CNF appeared to reduce
toxicity. Although aggregates were not observed macroscopically in the stock solution or culture medium, they
were observed with the aid of a microscope. Thus, cotton CNF shows a strong tendency to agglomerate in highly
concentrated aqueous solutions. These observations suggest that the aggregates may be toxic for cells. This is
due to strong inter- and intra-molecular hydrogen bonding, thereby, the nanofibers are highly hydrophilic and in
nonpolar media tend to form aggregates [32].

PRDX1 is member of the PRDX family of antioxidant proteins involved in redox regulation of the cell.
In the present study, PRDX1 mRNAs were up-regulated in groups with a substantial decrease in cell viability
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(2000 and 5000 pg ml™? cotton CNF). Elevated amounts of intracellular ROS produced as a result of an
exogenous stressor can damage DNA, protein and lipids through oxidation [51]. Moreover, nanomaterials are
known to stimulate the cells ability to produce toxic ROS due to their large surface area [52]. The high biological
activity of cotton CNF caused by their large specific surface area can create a high potential pro-oxidant in
fibroblasts used in this study. We speculate that the up-regulation of PRDX1 mRNAs could represent an attempt
by the cells to minimize oxidative stress under the higher cotton CNF exposure. Interestingly, in human patients
exposed to other fibers, like asbestos, high plasma levels of the PRDX1 proteins were identified [53]. These
same authors suggested that PRDX1 could be a biomarker for asbestos exposure. One of the main mechanisms
of toxicity of the nanomaterials is the inducement of cellular oxidative stress leading to apoptosis [54].
Therefore, cotton CNF can promote cell death due to increased cellular oxidative stress.

Exposure of fibroblasts to cotton CNF (both at 2000 and 5000 xg ml™) resulted in up-regulation of the
BAX gene (figure 5). In contrast, the relative amounts of BCL-2 transcripts in cells in all groups do not display
altered expression and in fibroblasts exposed at 100 xg ml~ cotton CNF, only the gene BAX (0.76 + 0.09) was
down-regulated (figure 5). BAX (pro-apoptotic) and BCL-2 (anti-apoptotic) are members of the BCL-2 family of
proteins that protect cells from apoptosis and their protein ratio determines the life or death of cells in response
to an apoptotic stimulus [55]. The actions of BAX appear to be neutralized when heterodimerized with BCL-2
and the proportion of BAX to BCL-2 proteins predetermined the cellular response to an apoptotic stimulus [56].
Thus, a high BAX/BCL-2 ratio drives the cells to apoptosis. In the current study, the BAX/BCL-2 ratio
transcripts in fibroblasts (exposed to 100 xg ml™* cotton CNF) with values less than 1 (table 2) retained their
viability (figures 3 and 4), while an increase of the ratio above 1, such as in the 2000 and 5000 xg ml™ groups,
was consistent with the increase in cell death measured by flow cytometry assay (table 2; figures 3 and 4).

From figure 5, we knew that BAX was significantly dow-regulated and this occurred without a
compensatory rise in BCL-2. Additionally, no significant cell death was observed in fibroblasts treated with 100
pg ml* (figure 4). It can be hypothesized that cotton CNF mediates BAX down-regulation in low concentrations.
Interestingly, previous studies showed that chitosan, other nanoparticle, promotes BAX down-regulation,
thereby preventing apoptosis [57]. Further studies are necessary to examine the mechanisms of BAX down-
regulation in cells exposed to cotton CNF and its implication on cellular apoptosis.

Results from this study suggest that the up-regulation of BAX transcripts in both the 2000 and 5000 ug
ml~! cotton CNF groups caused a shift in the BAX/BCL-2 balance and greater susceptibility of the fibroblasts to
apoptosis resulting in a high percentage of cell death. The BAX/BCL-2 ratio showed a correlation with
sensitivity to cell death in fibroblasts after their exposure to cotton CNF at high concentrations. On the other
hand, the results suggest that 100 g ml™* cotton CNF did not alter cell viability because the amount of BCL-2
was greater than that of BAX transcripts (figure 5) and the BAX/BCL-2 ratio was less than 1 (table 2), therefore,
the anti-apoptotic BCL-2 transcripts was able to prevent the triggering of apoptosis, retaining cell homeostasis
and maintaining its viability, as observed by flow cytometry assay. For other nanomaterials, an increased level of
BAX proteins in CNT treated rat lung cells [58], human liver cells exposed to titanium dioxide (TiO2) [59] and
BAX transcripts in lung cells treated with silver nanoparticles were shown [60]. Therefore, the up-regulation of
BAX and BAX-BCL-2 ratio are good markers for monitoring biological effects of nanomaterials, especially
cotton CNF, on mammalian cells.

5. Conclusions

This work presents the first evidence that exposure to high concentrations of cotton CNF may induce
cell death and changes in gene expression of mammalian fibroblasts cultured in vitro. Under the conditions
tested, this study determined the concentrations of the cotton CNF that reduced the cell viability percentage by
more than 50% compared to vehicle control group by flow cytometry assay. In vitro exposure from 0 to 100 ug
ml~? of cotton CNF was not cytotoxic, but from this concentration a decrease in the cell viability up to 36.51% at
5000 xg ml™* cotton CNF group has been observed.

Real-time PCR assay results showed that at high concentrations (2000 and 5000 xg ml™) of cotton
CNF, the expression of stress- and apoptosis-transcripts were up-regulated in fibroblasts, confirming the findings
of the viable cell counts by flow cytometry assay. This data suggest that HSP70.1, PRDX1, BAX and BCL-2
genes are good biomarkers of cytotoxicity responses in cells exposure to cotton CNF.
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Figure Captions

Figure 1. Photomicrographs of bovine fibroblasts cells incubated for 24 h with different amount of cotton CNF. A, cells were
cultured with appropriate growth medium only (vehicle control group); B, cells were cultured with 100 g mI™* cotton CNF;
C, cells were cultured with 2000 xg ml™ cotton CNF. D, cells were cultured with 5000 ug ml? cotton CNF. The
magnification was 40x.

Figure 2. (A) Suspensions of cotton cellulose nanofibers (CNF) in DMEM cell medium (5 mg ml). (B) and (C) TEM
micrographs of cotton CNF. The images revealed that cotton CNF are elongate needle-liked nanoparticles with diameter of
about 6-18 nm and length of 85-225 um. The magnifications were 66x (B) and 110x (C).

Figure 3. Flow cytometry analysis of bovine fibroblasts treated with different concentrations of cotton cellulose nanofibers
for 24 h and then stained with propidium iodide. Significant increases in cell death were observed in bovine fibroblasts
exposed to concentrations higher than 100 xg ml™ of cotton CNF. The upper quadrant in each panel shows the dead cell
population and the lower quadrant shows the live cell population. FSC, Forward Scatter Signal (cell size). FL2, fluorescence
parameter for propidium iodide

Figure 4. Effect of cotton cellulose nanofibers on cytotoxicity of bovine fibroblasts after 24 h, at 0.00 (vehicle control group),
0.02 to 5000 ug ml~* of cotton CNF for 24 h. Flow cytometry protocol for analysis of cell viability using propidium iodide.
Mean + SEM over values of three independent experiments. *Asterisks denote a significant difference from the vehicle
control group (P < 0.05); ns: indicates not significant between two groups at the indicated time (P > 0.05)

Figure 5. Relative abundance of HSP70.1, PRDX1, BAX and BCL-2 genes in bovine fibroblasts exposed to cotton cellulose
nanofibers for 24 h. Transcript levels in cells of vehicle control group (0 xg ml™ cotton CNF) were used as the calibrator
(relative expression = 1.00). Data is expressed as percent of vehicle control group mean + SEM of three independent
experiments. * Asterisks denote a significant difference from the vehicle control group (P< 0.05)
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Table 1. Primer sequences used for relative gene expression analysis by real-time polymerase chain
reaction.

Gene name Primer sequences (5°-3’) Fragment size ~ GenBank
(bp) accession no.

F: AACAAGATCACCATCACCAACG
HSF70.1 R: TCCTTCTCCGCCAAGGTGTTG 275 NM174550

F: ATGCCAGATGGTCAGTTCAAG

PRDX1 R: CCTTGTTTCTTGGGTGTGTTG 224 AF305561
BAX F: TTTGCTTCAGGGTTTCATCCAGGA

R: CAGCTGCGATCATCCTCTGCAG 174 NM173894
BCL-2 F: TGGATGACCGAGTACCTGAA

R: CAGCCAGGAGAAATCAAACA 120 XM_586976

F- GCCATCCTGGAGTACCTCAC
H2a R: TGGATGTGTGGAATGACACC 176 NM_174809

Table 2. The ratio of expression of BAX/BCL-2 mRNA expressions in fibroblasts
exposed to cotton cellulose nanofibers.

Groups BAX* BCL-2* BAX/BCL-2 ratio**
vehicle control group 1 1 1
100 ug ml~* cotton CNF 0.76 £ 0.09 1.23+0.26 0.62
2000 ug ml~* cotton CNF
1.41+0.36 0.94 £0.25 1.50
5000 g mi~* cotton CNF
1.33+0.17 1.11+0.20 1.20

*Values of BAX and BCL-2 expression in fibroblast exposed to cotton cellulose nanofibers were
quantified by real-time PCR assay shown in figure 4 using the REST software. **BAX/BCL-2
ratio < 1 characterizes fibroblasts resistant to cotton cellulose nanofibers-induced cell death and a
BAX/BCL-2 ratio > 1 fibroblasts sensitive to cotton cellulose nanofibers-induced cell death. Data
were expressed as relative expression ratio (mean £ SEM).
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Abstract

Multi-walled carbon nanotubes (MWCNTS) and cotton cellulose nanofibers (CNFs) are interesting nanoparticles
(NPs) which possess great potential for applications in various fields such as in water treatment, reinforcement
materials and medical devices. However, the rapid dissemination of NPs can cause impact on the environment
and in the human health. Thus, the aim of this study was to evaluate the MWCNT and cotton CNF toxicological
effects toward freshwater green microalgae Chlorella vulgaris. The impacts of NPs on C. vulgaris were
measured as function of concentration (1, 50 and 100 pg ml) and time (24, 48, 72 and 96 h) in Bold’s basal
medium (BB) or in natural water (Seine River). We analyzed the cytotoxic response of C. vulgaris cells to NPs
by investigating the zeta potential, trypan blue exclusion assay, photosynthetic activity, superoxide dismutase
(SOD) activity, quantification of Intracellular levels of Adenosine 5’-triphosphate (ATP) levels and microscopic
investigations. Our data confirm that both MWCNTs and cotton CNFs under determined conditions are
cytotoxic to C. vulgaris. Exposure to MWCNT and cotton CNF led to reductions on algal growth and cell
viability. NPs exposure induced ROS release and decreased ATP levels. The addition of NPs further induced
ultrastructural damage cell. MWCNTSs penetrate the cell membrane and individual MWCNTS are seen in the
cytoplasm while no evidence of cotton CNFs was found inside the cells. Cellular uptake of MWCNT was
observed in algae cells cultured in BB culture medium, but cells cultured in Seine river water did not internalize
MWCNTs.

Keywords: Nanoparticles, uptake, nanotoxicity, microalgae
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Abstract

Introduction of foreign genes into target cells is a crucial step for achievement of gene therapy and production of
human proteins for the pharmaceutical in biofactories. The pellucid zone (PZ) is a protective embryonic cells
barrier against chemical, physical or biological substances. This put, usual transfection methods are not efficient
for mammal’s oocytes and embryos as they are exclusively for somatic cells. Carbon nanotubes have emerged as
a new method for gene delivery and they can be an alternative for embryos transfection, but its ability to cross
the PZ and mediated gene transfer is unknown. Our aim was to evaluate whether multiwall carbon nanotubes
(MWNT) could cross the PZ, delivery of plasmid DNA (pDNA) and the potential effects on embryo viability.
Bovine embryos were exposed to 0.2 pg mL™* MWNT for 72 h under embryo culture conditions and Raman
spectroscopy was performed to detect the carbon nanotubes. To study the ability of MWNT delivery DNA, the
embryos were in vitro exposed for 12h to complexes pPDNA-MWNT. In order to evaluate the effects of MWNT
on embryonic development, analysis of embryo hatching and degeneration, in situ apoptosis and expression of
genes associated with apoptosis (BAX) or response to stress (HSP70.1; PRDX1) were performed. Our data
confirm that MWNTs can cross the PZ delivery of pDNA into in vitro-fertilized bovine embryos. The
degeneration rate and the expression of genes associated to cell viability were not affected in blastocyst exposed
to MWNTs. Those blastocysts, however, had lower cell number and higher apoptotic cell index than the
blastocysts in the control group. This work shows the potential utility of the MWNT for the development of new
non-viral vectors for delivery of molecules into bovine embryos.
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