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RESUMO

O o6xido de grafeno (GO) € um nanomaterial bidimensional derivado do grafite,
funcionalizado com grupos oxigenados que conferem propriedades hidrofilicas e
reatividade superficial, favorecendo aplicagdes industriais. No entanto, a expansao de
seu uso exige a compreensao de seus efeitos bioldgicos e potenciais riscos a saude.
Este estudo teve como objetivo avaliar a nanotoxicidade do GO desenvolvido para
recuperacao avangada de petréleo, considerando suas caracteristicas fisico-quimicas
e respostas biolégicas em modelos experimentais. O GO foi caracterizado por
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, analise
termogravimétrica, espalhamento dinamico de luz, potencial zeta e microscopia
eletrénica de varredura. Os resultados confirmaram a presenca de grupos funcionais
oxigenados caracteristicos do GO e indicaram comportamento dependente do meio
de dispersdo, com maior estabilidade coloidal em agua ultrapura em comparagao a
solucédo salina (0,9%) e ao DMEM, além de didmetro circular equivalente médio de
11,37 um em agua e 11,78 ym em DMEM. In vitro, em células HepG2, observou-se
aumento transitério da atividade metabdlica mitocondrial (100 a 500 ug/mL), sugerindo
respostas celulares adaptativas. Na avaliagédo in vivo, camundongos BALB/c foram
expostos ao GO por via intraperitoneal nas doses de 5 a 50 mg/kg. Verificou-se
reducdo transitoria do consumo de ragdo e agua e do peso corporal, além de
alteracdes no perfil leucocitario, caracterizadas por aumento de neutrdfilos e redugao
de leucdcitos totais, células mononucleares e eosindfilos no lavado da cavidade
peritoneal, bem como aumento de neutréfilos no lavado broncoalveolar. Entre as
citocinas avaliadas (IL-6, IFN-y e TNF), apenas a IL-6 apresentou redugéo significativa
no lavado da cavidade peritoneal. Observou-se ainda aumento do peso relativo do
figado associado ao acumulo de GO, elevagao da enzima aspartato aminotransferase
sérica e alteragdes histopatoldgicas no figado, bago e pulmao, caracterizadas por
infiltrado inflamatério. Esses achados sugerem que o GO pode induzir respostas
inflamatadrias locais leves e acumulo hepatico dependente da dose, sendo relevantes
estudos adicionais com exposicdo prolongada para avaliar os potenciais efeitos

adversos e investigar a reversibilidade das respostas biolégicas observadas.

Palavras-chave: 6xido de grafeno, nanomateriais, toxicologia, célula HepG2, Mus
musculus.



ABSTRACT

Graphene oxide (GO) is a two-dimensional nanomaterial derived from graphite,
functionalized with oxygen-containing groups that confer hydrophilic properties and
surface reactivity, enabling a wide range of industrial applications. However, expanding
its use requires a better understanding of its biological effects and potential health
risks. This study aimed to evaluate the nanotoxicity of GO developed for enhanced oil
recovery, considering its physicochemical properties and biological responses in
experimental models. GO was characterized by Fourier-transform infrared
spectroscopy, thermogravimetric analysis, dynamic light scattering, zeta potential, and
scanning electron microscopy. The results confirmed the presence of characteristic
oxygen-containing functional groups and demonstrated dispersion medium-dependent
behavior, with greater colloidal stability in ultrapure water than in saline solution (0.9%)
or DMEM, and mean equivalent circular diameters of 11.37 ym in water and 11.78 um
in DMEM. In vitro, HepG2 cells exposed to GO (100-500 pg/mL) showed a transient
increase in mitochondrial metabolic activity, suggesting adaptive cellular responses. In
vivo, BALB/c mice were exposed via intraperitoneal administration at doses ranging
from 5 to 50 mg/kg. Transient reductions in food and water intake and body weight
were observed, accompanied by changes in the leukocyte profile. These changes
included increased neutrophils and decreased total leukocytes, mononuclear cells, and
eosinophils in peritoneal cavity lavage, as well as elevated neutrophil counts in
bronchoalveolar lavage. Among the cytokines evaluated (IL-6, IFN-y, and TNF), only
IL-6 showed a significant reduction in peritoneal cavity lavage. An increase in relative
liver weight associated with GO accumulation, elevated serum aspartate
aminotransferase levels, and histopathological alterations in the liver, spleen, and
lungs characterized by inflammatory infiltrates were also observed. These findings
suggest that GO may induce mild local inflammatory responses and dose-dependent
hepatic accumulation, highlighting the importance of further studies with prolonged
exposure to assess potential adverse effects over time and to investigate the

reversibility of the observed biological responses.

Keywords: graphene oxide, nanomaterials, toxicology, HepG2 cell, Mus musculus.
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1. INTRODUGAO

O avanco da nanotecnologia tem transformado profundamente diversas areas
do conhecimento, impulsionando inovagdes cientificas e tecnolégicas com elevado
potencial de impacto econdmico e social. Esse cenario tem estimulado investimentos
cada vez maiores em pesquisa, desenvolvimento e uso de materiais e dispositivos na
escala nanométrica (1-100 nm) (Singh, Kumar e Singh, 2016), tornando fundamental
a compreensao 0s riscos associados a essas inovagdes, especialmente aqueles
relacionados a saude humana e ao meio ambiente.

Os nanomateriais (NMs) se diferenciam de materiais convencionais em escala
micro ou macroscopica por exibirem propriedades fisico-quimicas unicas, o que
amplia de maneira expressiva as possibilidades de aplicacdo em diferentes
segmentos (Mekuye e Abera, 2023). Essas caracteristicas vém impulsionando a
modernizacao de setores estratégicos, como as areas biomédica, eletrbnica,
ambiental e energética.

Por outro lado, devido a alta mobilidade e reatividade dos NMs (Boyes e Van
Thriel, 2020), a avaliagao de risco de cada NM deve ser incorporada desde as etapas
iniciais do desenvolvimento de materiais e processos, aliada a praticas continuas de
monitoramento (Poikkimaki et al., 2025). Diante disso, a nanotoxicologia, ramo da
toxicologia dedicado a investigagdo dos efeitos adversos dos NMs, tem se
desenvolvido como ferramenta fundamental para a avaliagdo de sua seguranca,
principalmente por meio de estudos in vitro e in vivo (Di Sia, 2017; Shatkin e Ong,
2016; Zielinska et al., 2020).

O o6xido de grafeno (GO), NM a base de carbono, tem despertado crescente
interesse no setor industrial, especialmente na industria petrolifera, devido as suas
propriedades fisico-quimicas, elevada area superficial e capacidade de interagdo com
diferentes fases (Vasconcelos et al., 2022). Considerando seu potencial de aplicagéo
em processos de recuperagao avangada de petréleo (RAP), torna-se relevante avaliar
a toxicidade do GO desenvolvido pelo Centro de Pesquisa Leopoldo Américo Miguez
de Mello (CENPES/Petrobras). Neste contexto, este estudo tem como objetivo
investigar seus efeitos toxicos e inflamatérios em modelos in vitro e in vivo,
contribuindo para a compreensao de seus impactos biolégicos e para a seguranga de
sua aplicagao, sendo que os dados, resultados e interpretacdes aqui apresentados
foram originalmente publicados por Albuquerque et al. (2026) (ANEXO A).
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1.1 Nanotecnologia

Embora o conceito de “nandmetro” (nm) tenha sido introduzido por Richard
Zsigmondy em 1925, inicialmente para caracterizar particulas de ouro coloidal
observadas por microscopia, a ideia de nanotecnologia moderna €& geralmente
atribuida ao fisico tedrico Richard Feynman. Em sua palestra intitulada There’s Plenty
of Room at the Bottom (“Ha muito espaco la embaixo”), proferida em 1959, Feynman
apresentou as bases conceituais para a manipulagdo da matéria em escalas atdbmicas
e moleculares, antecipando avangos tecnoldgicos que s seriam concretizados
décadas depois (Hulla, Sahu e Hayes, 2015).

O termo “nanotecnologia” foi empregado pela primeira vez aproximadamente
15 anos apos a palestra de Feynman pelo pesquisador Norio Taniguchi, ao descrever
processos de fabricacdo de semicondutores na escala de um nanémetro (Hulla, Sahu
e Hayes, 2015). No entanto, a nanotecnologia passou a se consolidar como uma area
cientifica apenas a partir da década de 1980, impulsionada principalmente pelos
trabalhos de Eric Drexler, do Instituto de Tecnologia de Massachusetts, com o artigo
intitulado Molecular engineering: An approach to the development of general
capabilities for molecular manipulation (“‘Engenharia molecular: uma abordagem para
o desenvolvimento de capacidades gerais para manipulagao molecular”) (Santamaria,
2012).

Atualmente, a nanotecnologia € compreendida como um conjunto de técnicas
voltadas a manipulagdo e ao controle da matéria em nivel atdbmico ou molecular,
visando ao desenvolvimento e a aplicagédo de materiais com dimensdes nanométricas
(Singh; Kumar e Singh, 2016). O prefixo “nano”, oriundo do grego nannos (anéo), &
empregado na ciéncia para indicar uma parte em um bilhdo. Dessa forma, 1 nm
equivale a um bilionésimo de metro (107° m) (Boccuni et al., 2008).

Os NMs séao particulas que possuem pelo menos uma de suas dimensdes
com tamanho inferior a 100 nm (Boholm e Arvidsson, 2016). Tais materiais podem ser
projetados e produzidos em diferentes tamanhos, formatos e composigbes, o que
permite uma adaptagdo mais precisa as aplicagbes desejadas. Atualmente, os NMs
tém sido empregados em medicamentos, cosméticos, alimentos, eletronicos, energia,
meio ambiente, entre outros (Khan, Saeed e Khan, 2017; Singh, Kumar e Singh,
2016).
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As propriedades fisico-quimicas dos materiais em nanoescala sao fortemente
influenciadas pelas suas dimensdes. A medida que o tamanho diminui, a razdo entre
a area superficial e o volume total aumenta, promovendo alteragdes fisico-quimicas e
estruturais significativas. A partir de um determinado tamanho critico, podem surgir
novas propriedades (elétricas, 6pticas, mecanicas, de condutividade térmica, entre
outras) que diferem daquelas observadas em materiais de maior escala, mesmo
quando a composig¢ao quimica € idéntica (Nel, Madler e Li, 2006; Zarbin, 2007). Um
exemplo classico € o ouro: enquanto na macroescala apresenta coloragdo amarela,
na nanoescala pode apresentar tons alaranjados, roxos, vermelhos ou esverdeados,
refletindo mudangas na interagdo com a luz em fungdao do tamanho das particulas
(Dreaden et al., 2012; Eustis e EI-Sayed, 2005).

As primeiras aplicagées comerciais de NMs envolveram o uso de diéxido de
titdnio (TiO2) e oxido de zinco (ZnO) em protetores solares, NMs de prata em
embalagens de alimentos, tecidos e produtos desinfetantes, além da incorporacao de
nanotubos de carbono em materiais téxteis para conferir propriedades antimanchas e

maior resisténcia (Macdonald, 2015).

1.2 Nanotoxicologia

A introducdo dos NMs no mercado estimulou o interesse cientifico e
regulatério em relagdo aos seus potenciais impactos bioldgicos, impulsionando o
desenvolvimento da nanotoxicologia como campo de investigagao. Nesse contexto, o
termo “nanotoxicologia” foi utilizado pela primeira vez em 2004, em um editorial
publicado por Donaldson e colaboradores. Em 2007, membros da Sociedade de
Toxicologia fundaram o peridédico “Nanotoxicology”, o que marcou e impulsionou
significativamente a expansado de estudos in silico, in vivo e in vitro dedicados a
avaliacado dos efeitos adversos associados a exposicao a NMs (Santamaria, 2012;
Shatkin e Ong, 2016; Zielinska et al., 2020).

Metodologias in silico desempenham papel fundamental nas etapas iniciais de
avaliagdo, pois sdo rapidas e apresentam menor custo, embora exijam maior
capacidade computacional. Ensaios in vitro, como o teste de MTT, apesar de sua
simplicidade, oferecem estimativas preliminares do potencial téxico dos NMs. Por sua
vez, 0s ensaios in vivo diferem das abordagens anteriores ao considerar a

complexidade fisioldgica do organismo e suas interagdes sistémicas com os NMs. Em
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conjunto, essas estratégias constituem uma base essencial para o desenvolvimento
de NMs mais seguros e menos téxicos, com aplicagées em diferentes areas (Akhtar
et al., 2025).

Os seres humanos podem ser expostos aos NMs por diferentes vias de
entrada no organismo, como os pulmdes, a pele e o trato gastrointestinal, resultando
em posterior distribuicao sistémica para diferentes tecidos e 6rgaos (Akhtar et al.,
2025). Entre as medidas preventivas recomendadas para os manipuladores desses
materiais, destacam-se o uso de sistemas de filtragao de alta eficiéncia, como filtros
HEPA, e a adogao de equipamentos de protec¢ao individual adequados, incluindo
mascaras com filtragem apropriada, Oculos de protecdo e luvas, conforme
estabelecido por normas técnicas internacionais (DIN EN 143 e 14387) (Cirillo et al.,
2024). Além disso, NMs dispersos em meios liquidos apresentam menor risco de
dispersao aérea, reduzindo a exposi¢cao ocupacional (Poikkimaki et al., 2025). Assim,
recomenda-se evitar a forma em po, priorizando o uso em suspensodes liquidas ou
incorporados a matrizes sélidas (Jiménez et al., 2022).

A caracterizagado dos NMs é fundamental no campo da nanotoxicologia, pois
determinadas propriedades desses materiais podem influenciar de maneira
significativa os resultados toxicolégicos (Akhtar et al.,, 2025). Entre essas
caracteristicas, destacam-se fatores como tamanho, formato, concentracdo e
agregacao dos NMs (Abonyi et al., 2025). Por exemplo, no contexto de exposi¢ao pela
via respiratéria, particulas com didmetro aerodindmico inferior a 4 pm sao
consideradas respiraveis, enquanto aquelas com até 10 ym integram a fragao toracica
e podem alcancgar regides profundas do trato respiratério (Brown et al., 2013). O menor
tamanho das particulas pode facilitar uma internalizacdo mais rapida, resultando em
maior toxicidade, estresse oxidativo, resposta imune exacerbada, danos intracelulares
e morte celular (Abonyi et al., 2025; Akhtar et al., 2025). O formato das particulas,
como hastes, fios, folhas ou esferas, constitui um fator critico para a absorgao celular.
Ademais, NMs biologicamente ativos podem perder eficacia devido a agregacgao e
sedimentacgao, ja que a agregacéao pode impedir que os NMs entrem em contato direto

com o nucleo celular (Abonyi et al., 2025).
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1.3 Nanomateriais de carbono

O carbono tem a capacidade de reorganizar seus elétrons de valéncia em
diferentes estados de hibridizacdo, o que |Ihe confere uma notavel versatilidade
estrutural. Essa caracteristica permite ao elemento assumir diversas formas
alotropicas e originar uma ampla variedade de estruturas, que vao desde pequenas
moléculas até longas cadeias. Por esse motivo, o carbono pode manifestar-se sob
diferentes formas, como grafite e diamante (alétropos), além de formar diversas
nanoestruturas, incluindo folhas unicas de grafeno, nanotubos, fibras, fulerenos e
carbon onions (nanocebolas de carbono), conforme ilustrado na Figura 1 (Speranza,
2021).

Figura 1. Estrutura de carbono de acordo com suas dimensdes e ano de descoberta
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Fonte: Speranza, 2021.

Fibras de carbono s&o materiais constituidos por longas cadeias de carbono,
contendo cerca de 90% ou mais de carbono em sua composi¢cdo, com diametro
variando entre 5 e 10 um. Quando a pureza do carbono se aproxima de 99%, essas
fibras também sdo denominadas fibras de grafite (Ali et al., 2021; Huang, 2009).
Devido a propriedades como elevada orientacdo estrutural e alta condutividade
térmica, as fibras de carbono tém sido amplamente empregadas em compdsitos
poliméricos, contribuindo para o aprimoramento da eficiéncia de dispositivos
eletronicos (Ali et al., 2021).
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Os fulerenos sdo compostos por atomos de carbono interligados por ligagoes
simples e duplas, formando uma configuragdo em gaiola poliédrica, também
conhecida como buckyballs (Kulkarni et al., 2024; Schwerdtfeger, Wirz e Avery, 2015).
Entre as principais propriedades desses materiais, destacam-se a estabilidade
quimica, a elevada resisténcia, a reatividade controlada e a capacidade de atravessar
membranas celulares, o que possibilita aplicacbes que vao desde a medicina até a
eletronica (Kulkarni et al., 2024).

Carbon onions sao estruturas esféricas, geralmente com diametro inferior a
10 nm, formadas por multiplas camadas concéntricas de carbono, dispostas de
maneira analoga a uma “boneca russa’” ou a uma cebola. Entre suas principais
propriedades destacam-se a grande area superficial, elevada condutividade e a
capacidade de suportar rapidas taxas de carga e descarga, caracteristicas que
viabilizam aplicagbes em supercapacitores e materiais elétricos (Zeiger et al., 2016).

Nanodiamantes s&o estruturas predominantemente cubicas, compostas por
atomos de carbono interligados por ligagdes covalentes. Destacam-se por sua
elevada resisténcia mecanica, estabilidade quimica, superficie passivel de
modificagdo, biocompatibilidade e propriedades Opticas e eletrbnicas. Essas
caracteristicas conferem aos nanodiamantes um amplo potencial de aplicagao,
abrangendo desde a administragao controlada de farmacos (drug delivery) e sistemas
de liberacdo de vacinas até o desenvolvimento de biossensores e sensores
eletroquimicos (Buledi et al., 2024).

O grafeno € um NM bidimensional (2D) constituido por uma unica camada de
atomos de carbono organizados em uma estrutura hexagonal (Novoselov et al., 2004).
Um dos métodos mais simples para sua obtencgao € a esfoliagdo do grafite, material
composto por multiplas camadas de grafeno empilhadas de forma paralela em uma
ordem tridimensional e cristalina (Tadyszak, Wychowaniec e Litowczenko, 2018). O
grafeno destaca-se por sua ampla area superficial e por propriedades como alta
mobilidade eletrénica, excelente condutividade térmica, elevada transmitancia optica
e boa condutividade elétrica (Suvarnaphaet e Pechprasarn, 2017; Tadyszak,

Wychowaniec e Litowczenko, 2018).
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1.4 Oxido de grafeno (GO)

O GO é um NM 2D semelhante ao grafeno, porém caracterizado pela
presenga de grupos funcionais oxigenados introduzidos em sua estrutura por meio de
modificagdes quimicas. Entre esses grupos, destacam-se as hidroxilas (—-OH) e os
epoxidos (C—0O-C), que se distribuem predominantemente no plano basal, além das
carbonilas (C=0) e das carboxilas (-COOH), localizadas principalmente nas bordas

da estrutura (Kornilov e Gubin, 2020), conforme ilustrado pela Figura 2.

Figura 2. Estrutura quimica do GO

Estrutura hexagonal do GO com a distribuicdo dos grupos funcionais oxigenados. Fonte:
Magro, Vella e Cassar, 2025.

Em geral, as folhas de GO podem ser obtidas por meio de processos de
oxidagdo quimica do grafite seguidos de esfoliagdo, utilizando agentes oxidantes
potentes, como acido sulfurico, acido nitrico e permanganato de potassio, conforme
descrito nos métodos classicos de sintese (Hummers Junior e Offeman, 1958;
JifiCkova et al., 2022; Kornilov e Gubin, 2020).

O GO pode ainda ser convertido em sua forma reduzida, denominada 6xido
de grafeno reduzido (rGO), por meio de processos de redugao térmica, quimica ou
eletroquimica, que promovem a remoc¢ao parcial dos grupos oxigenados. Esse
procedimento resulta em aumento da condutividade elétrica do material, ao mesmo

tempo em que parte de sua reatividade quimica é preservada (Tarcan et al., 2020).
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O GO possui espessura na escala atbmica, enquanto suas dimensdes laterais
podem variar da nanoescala a microescala (Guo et al., 2022). Sua estrutura 2D em
folha, organizada em rede hexagonal, confere propriedades mecanicas relevantes,
como resisténcia a fratura da ordem de 80 MPa e mddulo de elasticidade de
aproximadamente 32 GPa (Farjadian et al., 2020).

Devido a sua composi¢ao quimica, o GO apresenta carater hidrofilico, elevada
reatividade quimica e notavel versatilidade para modificacbes e funcionalizacbes
superficiais (Dideikin e Vul’, 2019). A presenca de oxigénio favorece sua disperséo
tanto em agua quanto em diferentes matrizes sélidas e solventes organicos (Farjadian
et al.,, 2020). Os grupos quimicamente reativos podem ser utilizados para
funcionalizagéo por ligagdes covalentes. Além disso, as folhas de GO também podem
interagir de forma ndo covalente com algumas moléculas por interagéo hidrofébica,
interacdo TT-m ou forcas de van der Waals, o que permite funcionalizagbes com
diferentes caracteristicas de solubilidade, estabilidade e especificidade (Ghulam et al.,
2022). Em razao de sua elevada area superficial e das regides de carbono sp?, o GO
destaca-se ainda como eficiente transportador de moléculas funcionais, possibilitando
alta capacidade de carga em ambas as faces da estrutura (Ghulam et al., 2022).

O GO apresenta vantagens importantes, como o custo relativamente baixo e
a facilidade de obtencgao, fatores que viabilizam sua produgao em larga escala (Guo
et al., 2022; Tarcan et al., 2020). No entanto, trata-se de um conjunto heterogéneo de
materiais, cujas propriedades fisico-quimicas e possiveis aplicagdes dependem
diretamente de sua composi¢ao e organizacao estrutural. Essas caracteristicas sao
fortemente influenciadas pelo método de sintese empregado, abrangendo aspectos
como o grau de oxidagédo, a quantidade e a localizagdo dos grupos oxigenados, a
distribuicdo dos grupos funcionais na estrutura, a densidade de defeitos e nanoporos,
bem como a variacdo de tamanho e o arranjo relativo das folhas de GO (Guo et al.,
2022).

1.5 Aplicagoes do GO

As multiplas caracteristicas do GO possibilitam aplicagbes promissoras em
diferentes areas, destacando-se a geragdo de energia, o desenvolvimento de
supercapacitores, a construcdo de sensores e diversas aplicagdes bioldgicas,
biomédicas e ambientais (Ghulam et al., 2022; Singh, Kumar e Singh, 2016).
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O GO apresenta potencial de aplicagdo tanto na geragdao quanto no
armazenamento de energia. Diversos compdsitos a base de GO tém demonstrado
desempenho e estabilidade superiores como materiais de dnodo para baterias de ion-
litio (Li-lon). Ja foram relatados, por exemplo, o uso de folhas de GO intercaladas em
nanofios de Si/C, esferas de Sn0O,/GO, rGO/EDA e compdsitos rGO/CoO em
estruturas de cubo oco, visando ao aumento da capacidade de armazenamento de
litio (Singh, Kumar e Singh, 2016). Além disso, a literatura apresenta trabalhos que
exploram o GO como material catédico. Guo et al. (2015) demonstraram que um
composito de GO/LiIFeSO, pode melhorar a estabilidade do ciclo e a taxa de
capacidade dessas baterias. O emprego do GO também é relatado em outros tipos
de baterias, como Li-S e Li-O2, bem como em dispositivos para geragao de energia,
como células solares (Singh, Kumar e Singh, 2016). No estudo de Farmani e
Omidniaee (2025), observou-se que o GO combinado com NiO em placas solares atua
como modificador interfacial, melhorando a condutividade elétrica, a afinidade
energética e o transporte de carga, além de aumentar a absorgdo de luz e o
desempenho geral da célula solar.

O GO também tem sido empregado no desenvolvimento de supercapacitores,
dispositivos de armazenamento de energia utilizados em equipamentos eletrénicos
que demandam alta densidade energética, rapidas taxas de carga e descarga e longa
vida util. Compdésitos modificados com GO apresentam mecanismos capacitivos de
dupla camada elétrica e, de modo geral, exibem desempenho superior, maior area
superficial e condutividade aprimorada em comparacdo aos materiais puros. Além
disso, a incorporagcdo de GO em compdsitos com Oxidos, sulfetos e calcogenetos
metalicos torna esses supercapacitores mais acessiveis em termos de custo e facilita
sua producao (Sriram et al., 2024).

Nas areas biologica e biomédica, o GO tem demonstrado resultados
promissores em terapias anticancer, no desenvolvimento de implantes dentarios e
0sseos, na biofuncionalizagdo com proteinas e DNA, além de aplicagbes em sistemas
de liberacao controlada de farmacos e no desenvolvimento de biossensores. Como
agente antimicrobiano, o GO tem se mostrado eficaz contra bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas e fungos, com potencial para ser utilizado tanto no tratamento de
infeccbes causadas por patdégenos multirresistentes quanto no revestimento de

dispositivos médicos, embalagens e tecidos (Ghulam et al., 2022).
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No ambito ambiental, o GO pode ser empregado em processos de tratamento
de agua e de remocgado de poluentes. Mesmo em baixas concentragbes, alguns
poluentes podem causar danos ambientais, afetando plantas e animais e podendo se
acumular na cadeia alimentar. Materiais a base de GO interagem diretamente com
substancias poluentes, seja de forma molecular ou ibnica, por meio de interagdes
eletrostaticas. Posteriormente, esses poluentes sdo adsorvidos com elevado grau de
eficiéncia (Wang et al., 2019).

A poluicdo causada por derramamento de petréleo bruto € um problema
ambiental de escala global, gerando impactos significativos sobre os ecossistemas.
Métodos convencionais de remediagdo, como queima, remoc¢cdo manual e
biorremediacdo, apresentam limitacdes relacionadas ao alto custo, ao tempo de
execucgao e a elevada viscosidade do petréleo (Ghulam et al., 2022). Nesse cenario,
compositos de rGO com melamina tém se destacado na adsorgédo de 6leo em agua,
em virtude de suas propriedades hidrofébicas e oleofilicas, demonstrando capacidade
de adsorver in situ até 95 vezes o préprio peso em apenas 12 minutos (Wang et al.,
2020).

O GO também pode ser desenvolvido para aumentar a eficiéncia de extragcéao
em pogos de petréleo, como no caso do NM utilizado neste trabalho. O GO possui a
capacidade de estabilizar a interface entre agua e 6leo, além de contribuir para a
reducdo da viscosidade do petréleo. Assim, favorece a estabilidade das emulsdes e
pode ser empregado como componente de fluidos em processos de RAP (McCoy,
Pottage e Tabor, 2014; Vasconcelos et al., 2022). A interagao do GO entre a agua e

o petréleo esta ilustrada na Figura 3.

Figura 3. Interacdo do GO na interface agua-petrdleo, alterando as propriedades de tensao
interfacial
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Fonte: Haruna, Tangparitkul e Wen, 2024.
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Cerca de metade das reservas de petréleo encontra-se em reservatorios
carbonaticos, cuja extragdo demanda a aplicacdo de técnicas de RAP. Trés
mecanismos basicos estdo envolvidos nesse processo: tensdo interfacial, angulo de
contato e controle de mobilidade (Haruna, Tangparitkul e Wen, 2024). Para atuar
nesses mecanismos, sdo empregados diversos fluidos contendo NMs, em uma
abordagem conhecida como nanoinundagéo ou recuperacgao assistida por nanofluidos
(Khoramian et al., 2019).

A molhabilidade da superficie da rocha € um fator determinante nos processos
de extragdo de petréleo. Quando a rocha apresenta caracteristica umida por agua
(hidrofilica), a agua se fixa na superficie. J& quando a rocha apresenta superficie
molhada por éleo (oleofilica), o petrdleo se fixa na rocha. Em geral, os reservatérios
apresentam formacéao oleofilica ou mista, sendo necessario alterar a molhabilidade
para neutra ou hidrofilica. Para promover essa alteracéo, dois mecanismos principais
podem ser empregados: a adsorcdo de substancias na superficie sélida
(revestimento) e a remogao de moléculas previamente adsorvidas da superficie da
rocha (limpeza) (Natalya et al., 2022).

Khoramian et al. (2019) demonstraram que folhas de GO puras foram eficazes
na separacao de filmes de petréleo em corpos porosos. A solugédo contendo folhas de
GO foi capaz de alterar a molhabilidade, melhorar a eficiéncia microscopica, modificar
a viscosidade em solucgdes salinas e proporcionar um aumento de 28% no total de
petroleo recuperado em materiais porosos. Em outro estudo, Haruna, Tangparitkul e
Wen (2024) avaliaram as propriedades e a eficacia de um compdsito de GO com
poliacrilamida hidrolisada (HPAM — do inglés Hydrolyzed PolyAcrylamide) para
recuperacao de petréleo, comparando solu¢des contendo GO com solugdes contendo
apenas HPAM. De forma semelhante ao estudo anterior, os autores observaram que
a presenca de GO resultou em aumento da viscosidade das solugbes, que se
mantiveram mais estaveis. Além disso, foi registrada uma redugdo na tensao
interfacial agua-petréleo e na diminuigdo do angulo de contato. No mesmo trabalho,
ensaios de inundacéao piloto mostraram que a presenca de GO aumentou a eficacia
da solugao, indicando que o compodsito HPAM-GO atende aos requisitos necessarios

para ser considerado uma alternativa promissora em processos de RAP.
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1.6 Biocompatibilidade e toxicidade do GO

O GO tem sido amplamente investigado quanto a sua biocompatibilidade,
especialmente em aplicagbes biomédicas, como a engenharia de tecidos, a liberagéo
controlada de farmacos e o desenvolvimento de biossensores (Zare et al., 2021). De
modo geral, o material apresenta potencial biocompativel. Contudo, essa
caracteristica ndo é intrinseca e esta condicionada a diversos fatores, incluindo o
tamanho das folhas, a concentragdo, o tempo de exposi¢ao, o estado de agregagéao e
o tipo de funcionalizagao superficial, além de aspectos relacionados ao processo de
sintese, como o grau de oxidagao e a presencga de impurezas (Ghulam et al., 2022;
Liao, Li e Tjong, 2018). Portanto, apesar dos relatos positivos sobre a utilizagdo do
GO em diversas areas, a toxicidade desse material precisa ser adequadamente
avaliada antes de qualquer aplicacéao.

Em relacédo aos efeitos celulares do GO, enquanto alguns trabalhos relatam
aumento da adeséo e proliferagdo celular (Ruiz et al., 2011), outros demonstram
efeitos adversos (Chen et al., 2016; Couvillion et al., 2023; Dasmahapatra, Dasari e
Tchounwou, 2019; Khan et al., 2019). Esses efeitos estdo associados principalmente
a interagdo com a membrana celular e a indugcao de estresse oxidativo (Ren et al.,
2020; Srikanth et al., 2018). A afinidade entre os grupos oxigenados do GO e
componentes da membrana pode levar a alteragdes estruturais, lise celular e hemalise
(Liao et al., 2011), além de promover extragdo de fosfolipidios da membrana celular
(Tu et al., 2013).

No ambiente, o GO pode se acumular e interagir com ions e moléculas,
afetando organismos vivos e ecossistemas (Chen et al., 2016; Duo, Wang e Zhao,
2022; Fekete-Kertesz et al., 2020). Estudos demonstram sua bioacumulagao ao longo
das cadeias alimentares, com maior acumulo e toxicidade associados a particulas em
escala nanométrica (Dasmahapatra, Dasari e Tchounwou, 2019; Hashemi et al.,
2024).

Em modelos animais, o GO tem sido relacionado a efeitos téxicos em diversos
sistemas fisioldgicos (respiratorio, digestivo, urinario, nervoso central, reprodutivo e de
desenvolvimento) e potencial genotdxico dependente da dose (Li et al., 2025; Liu et
al., 2024; Poulsen et al., 2021; Rhazouani et al., 2021; Seabra et al., 2014; Xiaoli et

al., 2021; Yang et al., 2019). Em humanos, estudos iniciais de exposi¢ao por inalagao
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nao evidenciaram efeitos agudos relevantes, embora tenham indicado aumento na
trombogenicidade sanguinea (Andrews et al., 2024).

Além do cuidado com a sintese do GO, a toxicidade pode ser modulada por
meio de revestimentos. No entanto, revestimentos como biopolimeros e surfactantes
podem alterar significativamente a biocompatibilidade e a biodistribuicdo do GO,
sendo a funcionalizagdo importante para tornar o material mais biocompativel (Kiew
et al., 2016). Em meio bioldgico, pode ocorrer a formagado de uma corona proteica
(CP) ao redor do NM, tanto em sistemas in vivo quanto in vitro. Duan et al. (2015)
observaram que a formagao da CP em GO diminuiu a internalizagdo das particulas
pelas células. Além disso, a adsor¢cao de albumina pelas folhas de GO reduziu a
interagdo das nanofolhas com a membrana celular, resultando em diminuigao

significativa da citotoxicidade.

1.7 Efeito corona

O efeito corona ocorre devido a formagao de uma camada de biomoléculas,
composta principalmente por proteinas, ao redor do NM quando este entra em contato
com meios biolégicos. Essa camada de CP influencia diretamente as interagdes dos
NMs com biossistemas, como células e organelas (Saei, Sun e Mahmoudi, 2025).

A composi¢ao da corona proteica em NMs é resultado de um processo
complexo e dinamico, influenciado por diversas propriedades fisico-quimicas dos
NMs, como tamanho, formato, carga superficial e hidrofobicidade. Além disso, fatores
bioldgicos, incluindo a concentragao de proteinas, o pH, a temperatura e o tempo de
exposicao, também exercem impacto significativo sobre a formagado dessa camada
(Ahmadi et al., 2025).

A formacao da CP pode ocorrer de duas formas distintas: corona mole e
corona dura. A corona dura é formada por proteinas de alta afinidade, ligadas
diretamente ao NM. Ja a corona mole é formada por proteinas altamente mdveis, com
ligacbes mais fracas, provenientes de interagdes entre as proteinas que a compdem
e aquelas presentes na corona dura (Northwick e Carlson, 2025).

A presenga da CP em NMs influencia diretamente sua toxicidade, podendo
promover a agregacao de particulas, aumentar a concentragdo efetiva do NM ou
favorecer sua retengdo em determinadas regides do ambiente, alterando sua

distribuicdo. A CP pode facilitar a dessor¢cao e solubilizagdo de metais pesados
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presentes nos NMs, modificando sua toxicidade. Por outro lado, a presenca de CP
também pode facilitar a internalizacdo celular de NMs e permitir que alcancem

organelas ou o DNA, intensificando seus efeitos toxicos (Northwick e Carlson, 2025).
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2. JUSTIFICATIVA

Com o aumento do uso e da incorporacdo de novos NMs em diferentes
setores tecnologicos e industriais, torna-se indispensavel o avango dos estudos em
nanotoxicologia, a fim de garantir a aplicagdo segura desses materiais e prevenir
potenciais danos a saude humana, animal e ao meio ambiente. No caso do NM GO,
variagdes no processo de sintese podem resultar em alteragdes significativas no grau
de oxidacao, refletindo diretamente em mudangas estruturais, na distribuicdo de
grupos funcionais oxigenados e, consequentemente, na forma como o material
interage com sistemas biolégicos. Tais modificagdes influenciam parametros criticos,
como estabilidade coloidal, biodisponibilidade, internalizacdo celular e respostas
bioldgicas associadas a exposi¢ao. Além disso, o GO apresenta carater anfipatico, o
que lhe confere a capacidade de interagir tanto com moléculas polares quanto
apolares, ampliando seu espectro de aplicagdes, mas também potencializando sua
interagdo com componentes celulares, biomoléculas e membranas bioldgicas. Assim,
a compreensao integrada das propriedades fisico-quimicas do GO e de seus efeitos
biolégicos é fundamental para a avaliacao de riscos e para o desenvolvimento de

estratégias que assegurem seu uso responsavel e seguro.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a nanotoxicidade do GO de interesse da
industria petrolifera, considerando suas caracteristicas fisico-quimicas e as respostas
biolégicas em modelos experimentais in vitro e in vivo, visando contribuir para a

avaliacdo de potenciais riscos a saude associados a sua exposi¢ao.

3.2 Objetivos especificos

Os obijetivos especificos deste estudo foram:

. Caracterizar fisico-quimicamente o GO em diferentes meios de
dispersao;

. Avaliar a citotoxicidade de GO em hepatdcitos humanos (HepG2) por
meio de ensaio de viabilidade celular;

. Monitorar parametros gerais de toxicidade sistémica in vivo decorrentes
da exposigao ao GO, incluindo o consumo de agua e ragéo, bem como variagdées no
peso corporal de camundongos BALB/c;

. Realizar a analise leucocitaria em amostras de sangue, lavado
broncoalveolar (LBA) e do lavado da cavidade peritoneal (LCP);

. Quantificar as citocinas TNF, IFN-y e IL-6 em amostras de plasma
sanguineo, LBA e LCP;

. Avaliar a funcao hepatica por meio da dosagem das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) em amostras plasmaticas;

. Avaliar alteragdes no peso relativo dos pulmdes e do figado entre os
grupos experimentais;

. Avaliar alteragdes histopatoldgicas, incluindo a presenca de GO e de
infiltrado inflamatorio, nos tecidos de pulméao, figado, baco e rim.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Oxido de grafeno (GO)

O GO foi fornecido para este estudo pelo Centro de Pesquisas Leopoldo
Américo Miguez de Mello (CENPES/Petrobras). O GO foi disperso em agua ultrapura
estéril e submetido duas vezes a sonicagdo a 10% de amplitude por 1 min, com
intervalos de 1 s. A partir dessa dispersdo aquosa, aliquotas foram diluidas em
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ou em salina 0,9% (m/v), sendo entao
utilizadas nos experimentos de caracterizagdo e nos ensaios de toxicidade in vitro e

in vivo.

4.2 Caracterizagao do GO

4.2.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com
reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)

A composicao quimica superficial do GO foi analisada por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (ATR-
FTIR), utilizando um espectrémetro Bruker Alpha-P (Bruker, Billerica, MA, EUA)
equipado com cristal de diamante com janela de 4 mm? do Departamento de
Engenharia Metalurgica e de Materiais da Universidade Federal de Minas Gerais
(DEMET-UFMG). As analises foram realizadas com resolugao espectral de 4 cm™ e
aquisicdo de 128 varreduras entre 450 e 4000 cm™'. As amostras foram analisadas na
fase solida, e os dados espectrais obtidos foram processados utilizando o software
OMNIC 8.2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), visando a identificagcao das

bandas caracteristicas em numero de onda.

4.2.2 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada visando identificar as
porcentagens de elementos oxigenados presentes na amostra. O GO em fase sdlida
foi adicionado a um cadinho de platina (massa inicial: 5,8 mg). Para essa analise foi
utilizado o equipamento EXSTAR TG/DTA 7200 (Sll NanoTechnology Inc., Chiba,
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Japao) do Laboratério de Polimeros e Compdsitos (LEPCom-DEMET-UFMG). As
medicdes foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio (N;) (fluxo de 20 mL/min),
com aquecimento de 25 a 800 °C a uma taxa de 10 °C/min. O software Origin (verséo

9.6.5; OriginLab, Northampton, MA, EUA) foi utilizado para analisar os dados.

4.2.3 Diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersidade (Pdl) e potencial
zeta (P2)

O diametro hidrodinamico (DH) e o indice de polidispersidade (Pdl) do GO
foram determinadas por espalhamento dinédmico da luz (DLS). A carga superficial foi
determinada por analise de potencial zeta (PZ). O equipamento utilizado foi o Zeta
PALS Zeta Potential Analyzer (Brookhaven Instruments, Holtsville, NY, EUA),
disponivel no LEPCom-DEMET-UFMG. As medi¢des foram realizadas nos tempos de
0, 24,48 e 72 h, sendo conduzidas em agua ultrapura (viscosidade = 0,8872 cP; indice
de refragao = 1,330), solugao salina (viscosidade = 1,0 cP; indice de refragao = 1,334)
e DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (viscosidade = 0,9400
cP; indice de refragdo = 1,338). Para cada tempo experimental, as analises de DH e
Pdl foram realizadas em quintuplicata, enquanto as medicées de PZ foram realizadas

em decuplicata. A concentracdo de GO em todas as dispersoes foi de 1 ug/mL.

4.2.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

O GO disperso em agua ultrapura ou em DMEM foi seco sobre suportes de
aluminio (Stubs) para analise do tamanho por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). As imagens foram obtidas utilizando um microscopio Inspect S50 (FEI
Company, Eindhoven, Holanda), no Laboratério de Microscopia Eletrbnica de
Varredura (LABMEV-DEMET-UFMG). As imagens foram feitas com aceleracao de
elétrons de 10 a 15 Kv e magnitude de 600 x por detec¢ao de elétrons secundarios.
O tamanho das particulas foi determinado a partir das imagens através do calculo do
didmetro circular equivalente (DCE). A area das particulas foi calculada utilizando o
software Imaged (versao 1.54i; National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA), e o
software Origin foi utilizado para o calculo do DCE e para a obtengao dos graficos de
distribuicdo de tamanho (Chemello et al., 2025; OECD, 2023).
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4.3 Avaliacao da citotoxicidade de GO

A anadlise da citotoxicidade do GO foi realizada por meio do ensaio de
viabilidade celular utilizando o método de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
brometo (MTT) (Mosmann, 1983). O ensaio foi realizado com a linhagem celular de
carcinoma hepatocelular humano (HepG2) em placas de microtitulagado de 96 pocos,
contendo 1x10* células/pogo. As células foram incubadas durante 24 h a 37 °C e 5%
CO2 em meio DMEM suplementado com 10% SFB, 2 mM L-glutamina e 1%
penicilina/Estreptomicina) para a adesado das células a superficie dos pogos. Em
seguida o meio foi substituido por um novo contendo GO nas concentragdes de 5, 10,
50, 100, 250 ou 500 pg/mL. Como branco, foram utilizadas solu¢des nas mesmas
condigdes experimentais, porém na auséncia de células, enquanto o controle negativo
(C-) consistiu em células mantidas nas mesmas condi¢des, sem adicdo de GO. As
placas foram incubadas por 24, 48 ou 72 h. Apds a exposicao, as células foram
lavadas com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) (Composic¢ao: 8,0 g/L de
NaCl, 0,2 g/L KCI, 1,43 g/L de Na,HPO, e 0,2 g/L KH,PO,) para remover o GO
residual e evitar interferéncias na reducdo do MTT e nas medigdes
espectrofotométricas. Em seguida, foram adicionados 100 L de solugdo de MTT (0,5
mg/mL — Sigma Aldrich), com incubacao por 4 h. Os cristais de formazan formados
foram solubilizados com 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) e a absorbancia (abs.) foi
determinada a 570 nm em espectrofotdmetro de microplacas Multiskan GO (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A viabilidade celular foi expressa em relagao

ao C-, considerado como 100%:

(abilidade celular (%) = abs. da amostra — média abs. do branco (GO) < 100
viabfiidade ceiar tvo) = média abs. do controle negativo — média abs. do branco

4.4 Animais

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c (Mus musculus) foram utilizados
no estudo de toxicidade in vivo. Os animais foram recebidos com 6 semanas do
Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo (USP) e aclimatados no Biotério Experimental do Departamento de Morfologia
e Patologia (DMP) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). Os
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camundongos foram mantidos em isoladores ventilados (ALESCO, Sao Paulo, SP,
BR) sob condigdes padronizadas: acesso ad libitum a agua e ragao para roedores,
temperatura de 23 °C e ciclo claro/escuro controlado de 12 h. Os procedimentos
experimentais envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais sob o protocolo CEUA: n° 1443040320 (ANEXO B).

4.5 Exposicao dos animais ao GO

Os camundongos (idade: 8 semanas) foram expostos ao GO por via
intraperitoneal em 4 ocasides, com intervalos de trés dias entre as administragbes
(dias 1,4, 7 e 10), sendo administrados 200 pL da dispersdo de GO em solugao salina
(0,9%) por animal. Os camundongos foram distribuidos em cinco grupos
experimentais: um grupo C-, que recebeu apenas solugao salina (0,9%), e quatro
grupos expostos ao GO em diferentes doses: 5, 12,5, 25 e 50 mg/kg. Foi realizado um

experimento independente, com 6 camundongos por grupo.

4.6 Monitoramento do consumo de ragao e agua e do peso corporal dos animais

O peso corporal dos animais, assim como a ingestao de racdo e agua, foi
monitorado ao longo do periodo de exposigdo ao NM. No primeiro dia do experimento,
a quantidade de ragao destinada a cada grupo foi pesada (variando entre 100 e 110
g) e disponibilizada ad libitum, juntamente com 300 mL de agua. O consumo de ragao
e agua foi registrado em intervalos regulares entre os dias1e 4,4e7,7e10e 10 e
13, com reposicao das quantidades apos cada medicéo. O peso corporal dos animais
foi registrado no dia 1, antes do inicio da exposi¢ao ao NM, e posteriormente nos dias

7 e 13 do experimento.

4.7 Coleta de sangue, LCP e LBA e analise leucocitaria dos animais

Apos 14 dias, os animais foram anestesiados por administracao
intraperitoneal de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), e a eutanasia foi
realizada por exsanguinagao total. O sangue foi coletado por meio de pungéo da veia
braquial esquerda e transferido para tubos contendo o anticoagulante acido

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10% (m/v). Para obtengdo do lavado
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broncoalveolar (LBA)e do lavado da cavidade peritoneal (LCP), foram usados,
respectivamente, 1 mL e 3 mL de PBS contendo 0,5% de citrato de sddio.

As contagens de leucdcitos totais no sangue, LBA e LCP foram realizadas em
camara de Neubauer, apds diluigdo em solugédo de Turk (1:20) (Composigéo: acido
acético glacial 3%, cristal violeta 0,01%). As contagens diferenciais de leucdcitos
foram realizadas em laminas de esfregagco sanguineo e em laminas de LBA e LCP,
estas ultimas obtidas por citocentrifugagcdo a 1500 rpm por 3 min utilizando o
equipamento Serocito® 2400 (FANEM, S&o Paulo, SP, BR). A coloragéo das laminas
foi realizada utilizando o kit de Pandtico Rapido (Laborclin, Pinhais, PR, BR).

Para obtencdo do plasma sanguineo ou dos sobrenadantes de LBA e LCP,
utilizados nos ensaios descritos abaixo, as amostras coletadas foram centrifugadas a
1500 rpm por 15 min (Heraeus Megafuge 16R, Thermo Scientific, Osterode am Harz,

Alemanha).

4.8 Quantificacao de citocinas

Foram dosadas as citocinas TNF (fator de necrose tumoral), IFN-y (interferon
gama) e IL-6 (interleucina-6) nas amostras de plasma sanguineo e nos sobrenadantes
de LBA e LCP, por meio do método de ensaio imunoenzimatico (ELISA) do tipo
sanduiche, em placas de 96 pocgos, seguindo as instrugdes do fabricante (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA). A leitura da absorbancia foi realizada no
comprimento de onda de 450 nm, utilizando o leitor de placas MultiSkan GO. As
concentragdes foram determinadas em pg/mL com base na curva padrao gerada para

cada analito.

4.9 Determinagcdo das atividades séricas das enzimas aspartato

aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)

As atividades das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) foram determinadas em amostras de plasma sanguineo,
utilizando kits comerciais (LabTest, Lagoa Santa, MG, Brasil), seguindo as instrugdes
do fabricante. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdbmetro de
microplacas MultiSkan GO, no comprimento de onda de 505 nm. As concentragcdes

enzimaticas (U/mL) foram determinadas com base na curva padrao.
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4.10 Avaliagao da variagao do peso pulmonar e hepatico

Ambos os pulmdes e o figado foram pesados apds a remogao, a fim de avaliar
variagdes entre os grupos experimentais. O peso relativo dos 6rgaos (%) foi calculado

pela razdo entre o peso do 6rgao e o peso corporal do animal, multiplicada por 100.

4.11 Avaliagao histolégica do pulmao, figado, bago e rim

Foram realizadas analises histolégicas do figado, bago, rim direito e pulméo
direito de trés animais por grupo experimental. Apos a remog¢do, os orgaos foram
lavados com PBS, secos em papel absorvente e fixados em solugdo de formol
tamponado (4 g de NaH,PO,, 6,5 g de Na,HPO,, 100 mL de formol a 37% e 900 mL
de agua destilada) por 24 h. Em seguida, os tecidos foram desidratados em séries
crescentes de etanol (70% a 100%), diafanizados em xilol e incluidos em blocos de
parafina para obtencdo dos cortes histologicos. Os cortes foram realizados com
espessura de 5 pm e posteriormente corados em laminas pelo método de
Hematoxilina e Eosina (HE). As laminas foram digitalizadas no equipamento
Pannoramic Desk (3D Histech, Budapeste, Hungria), e as microfotografias foram
obtidas por meio do software Pannoramic Viewer 1.15.4 (3D Histech, Budapeste,
Hungria). A andlise das ldminas e a emissdo dos laudos histopatoldgicos foram
realizadas pela médica veterinaria e patologista Dr.? Mayara Caroline Rosolem
(CRMV-SP 28.192).

4.12 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism versao 7
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA, 2018). A normalidade dos dados foi
avaliada usando o teste de Shapiro-Wilk. Para os dados paramétricos, empregou-se
a analise de variancia de um fator (One-way ANOVA), seguida do pos-teste de
comparagoes multiplas de Dunnett, ou a analise de variancia de dois fatores (Two-
way ANOVA) seguida pelo pés-teste de Tukey. Para os dados ndo paramétricos, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn para comparagdes

multiplas. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).
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Analises estatisticas dos experimentos in vitro e in vivo compararam cada
grupo com o respectivo C-, usando o C- do mesmo ponto temporal quando mais de
um periodo de tempo foi analisado. O peso corporal foi o unico parametro avaliado

usando comparagdes intragrupos entre pontos de tempo consecutivos.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagcao do GO

5.1.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com
reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)

A Figura 4 apresenta a caracterizagdo quimica do GO por ATR-FTIR,
evidenciando bandas de absorcdo em diferentes regides de numero de onda.
Observam-se picos caracteristicos em 569, 862, 1025, 1397, 1569, 1708 € 3117 cm™",
associados a modos vibracionais de grupos funcionais contendo carbono, hidrogénio

e oxigénio, conforme detalhado na secdo de Discusséo.

Figura 4. Espectro de ATR-FTIR do GO
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Espectro obtido por espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier com

Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR) do 6xido de grafeno (GO), evidenciando bandas de

absorgdao em 569 (C-H), 862 (C-O-C e C-H), 1025 (C-0O), 1397 (C-O-H), 1569 (C=C), 1708

(C=0) e 3117 cm™ (O-H). Fonte: Adaptado de Albuquerque et al. (2026).

5.1.2 Analise termogravimétrica (TGA)

A Figura 5 apresenta a analise termogravimétrica (TGA) do GO, evidenciando
uma perda total de massa de 93,5% até 800 °C. As perdas de massa foram
distribuidas em trés principais faixas de temperatura: 31-120 °C (~21%), 120-350 °C
(~35%) e 350-535 °C (~35,5%). Acima de 535 °C, o material apresentou maior

estabilidade térmica até 800 °C, com perda adicional de massa de ~2%.
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Figura 5. Decomposicao térmica do GO
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Analise termogravimétrica (TGA) do 6xido de grafeno (GO), evidenciando 93,5% de perda de
massa em fungdo da temperatura (25-800 °C), sob atmosfera de nitrogénio e taxa de
aquecimento de 10 °C/min (massa inicial: 5,8 mg). Observam-se trés principais faixas de
perda de massa: 31-120 °C (~21%), 120-350 °C (~35%) e 350-535 °C (~35,5%), seguidas de
maior estabilidade térmica até 800 °C. Fonte: adaptado de Albuquerque et al. (2026).

5.1.3 Diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersidade (Pdl) e potencial
zeta (P2)

A distribuigdo de tamanho e os valores médios do DH, bem como do Pdl e do
PZ do GO disperso em agua ultrapura, solugéo salina (0,9%) e DMEM, estao
apresentados na Figura 6. Observou-se redu¢cao do DH em todas as dispersdes em
relagdo ao tempo inicial (0 h). O GO disperso em agua ultrapura apresentou os
menores valores de DH ao longo de todo o periodo experimental. Em solugao salina,
foram observados os maiores valores de DH apenas no tempo inicial, enquanto nos
tempos subsequentes (24, 48 e 72 h), as maiores médias foram observadas para as
dispersdes em DMEM (Figura 6A-C, E). Valores de Pdl superiores a 0,3, observados
para GO em DMEM e solugao salina em todos os tempos avaliados, indicam elevada
heterogeneidade na distribuigdo de tamanho das particulas (Figura 6E) (Filippov et al.,
2023). Por outro lado, os valores de Pdl obtidos para GO em agua ultrapura (20,2 e
<0,3) ap6s 24 h indicam menor heterogeneidade em comparagdo com as demais
dispersdes. As medigbes de PZ indicaram carga superficial negativa para o GO em
todas as condi¢des avaliadas, com valores inferiores a —30 mV em agua ultrapura e

superiores a =30 mV em DMEM e solugao salina (Figura 6D-E).
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Figura 6. DH, Pdl e PZ do GO em diferentes meios de dispersao ao longo do tempo
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Distribuicao dos valores de didmetro hidrodindmico (DH) obtida por espalhamento dindmico
da luz (DLS) do 6xido de grafeno (GO), nas dispersées em (A) DMEM, (B) salina (0,9%) e (C)
agua ultrapura, analisadas nos tempos de 0, 24, 48 e 72 h. (D) Potencial zeta (PZ) (média
DP) do GO disperso nos diferentes meios e tempos avaliados. (E) Tabela contendo os valores
(média + DP) do DH, indice de polidispersidade (Pdl) e PZ de GO nas diferentes condigbes
experimentais. Observa-se comportamento dependente do meio de dispersdo, com menores
valores de DH e maior estabilidade coloidal em agua ultrapura, enquanto dispersées em
DMEM e solugao salina apresentam maior heterogeneidade de tamanho e menor estabilidade
coloidal. Fonte: adaptado de Albuquerque et al. (2026).
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5.1.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A Figura 7A-B revelou a morfologia 2D tipica do GO, caracterizada por folhas
finas e enrugadas com bordas irregulares. As amostras secas, previamente dispersas
em agua ultrapura ou DMEM, apresentam ampla distribuicdo do DCE (Figura 7C-D),
obtido a partir de imagens de MEV, com predominancia de folhas com DCE inferior a
10 ym (68% em agua ultrapura e 59% em DMEM). Em &agua ultrapura, as folhas
apresentam média de DCE de 11,37 ym e mediana de 7,830 pm, enquanto em DMEM

observam-se valores médios de 11,78 um e mediana de 8,488 um (Figura 7C-D).

Figura 7. Morfologia e distribuicdo do DCE das folhas de GO por MEV
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Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) do éxido de grafeno (GO) disperso
em (A) agua ultrapura e (B) DMEM. Distribuicao do didametro circular equivalente (DCE) das
folhas de GO, determinada a partir das imagens de MEV, indicando mediana e média + DP
para as dispersdes em (C) agua ultrapura e (D) DMEM. Observa-se morfologia bidimensional
tipica, com folhas finas e enrugadas, além de ampla distribuigdo de tamanho, com
predominancia de particulas com DCE inferior a 10 ym em ambas as condicbes. Fonte:
adaptado de Albuquerque et al. (2026).



41

5.2 Avaliacao da citotoxicidade de GO

A Figura 8 apresenta os resultados da avaliagdo de citotoxicidade por meio
do ensaio MTT. Os dados demonstram que a exposi¢ao ao GO promoveu aumento
significativo da atividade metabdlica mitocondrial em células HepG2 apds 24 e 48 h.
Apos 24 h, observaram-se alteragdes na atividade metabdlica nas concentragées de
100, 250 e 500 pyg/mL. Esse efeito manteve-se no periodo de 48 h nas concentragdes
de 100 e 250 pg/mL.

Figura 8. Viabilidade das células HepG2 apds exposicdo ao GO avaliada pelo ensaio MTT
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Viabilidade de células HepG2 (média £ DP) apds exposi¢ao ao 6xido de grafeno (GO) por 24,
48 e 72 h. A linha vermelha representa 100% de viabilidade em relagao ao controle negativo
(C-). * Indica diferenga significativa em relagdo ao C- no respectivo tempo experimental,
conforme determinado pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn (p < 0,05).
Observa-se aumento da atividade metabdlica mitocondrial em determinadas concentragoes e
tempos de exposi¢do, sugerindo resposta celular adaptativa ao GO. Fonte: adaptado de
Albuquerque et al. (2026).

5.3 Monitoramento do consumo de ragao e agua e do peso corporal dos animais

Entre os dias 1 e 4, observou-se que quanto maior a dose administrada de
GO, menor a ingestao de ragdo e agua (Figura 9). Entre os dias 4 e 7, 0os grupos
expostos a 5, 12,5 e 25 mg/kg apresentaram consumo semelhante entre si, embora
ainda inferior ao grupo controle negativo (C-). Em contraste, o grupo exposto a 50
mg/kg apresentou redugao adicional no consumo de ragao (dias 4 a 7) em relagao ao
periodo anterior (dias 1 a 4), além de menor ingestao de agua quando comparado aos
demais grupos. Entre os dias 7 e 13, todos os grupos expostos ao GO apresentaram
aumento na ingestdo de ragdo e agua, aproximando-se dos niveis do grupo C-,
acompanhado de recuperacio do peso corporal.
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Figura 9. Consumo de ragao e agua por grupo de animais durante o periodo experimental
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Consumo de (A) racao (g) e (B) agua (mL) dos grupos experimentais expostos a diferentes
doses de 6xido de grafeno (GO), durante o periodo de 13 dias, em um experimento in vivo
independente. Observa-se redugao do consumo nos grupos expostos ao GO, especialmente
nas maiores doses, com tendéncia de recuperacao ao longo do tempo. Fonte: adaptado de
Albuquerque et al. (2026).

A Figura 10 apresenta o peso corporal dos animais nos dias 1, 7 e 13 do
periodo experimental. Os grupos expostos ao GO nas doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg
apresentaram reducao do peso corporal entre os dias 1 e 7. O grupo de 50 mg/kg
exibiu a redugdo mais pronunciada, em concordancia com O menor consumo
observado no mesmo periodo. Entre os dias 7 e 13, o peso corporal dos animais

expostos ao GO apresentou recuperagao.

Figura 10. Peso corporal dos animais durante o periodo experimental
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Peso corporal dos animais (média + DP) nos grupos experimentais (n = 6) expostos a
diferentes doses de o6xido de grafeno (GO), avaliado nos dias 1, 7 e 13 do periodo
experimental, em um experimento in vivo independente. * Indica diferenca significativa entre
os tempos dentro do mesmo grupo, conforme determinado por analise de variancia (ANOVA)
de dois fatores, seguida do poés-teste de Tukey (p < 0,05). Observa-se reducéo do peso
corporal nos grupos expostos ao GO, especialmente nas maiores doses, com recuperagao ao
longo do tempo. Fonte: adaptado de Albuquerque et al. (2026).
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5.4 Contagem total e diferencial de leucécitos no sangue, LBA e LCP

A Figura 11 apresenta dados de contagem total e diferencial de leucécitos
(neutrdfilos, eosinodfilos e células mononucleares) no sangue, LBA e LCP. No sangue
(Figura 11A) e no LBA (Figura 11B), ndao foram observadas diferencgas significativas
na contagem total de leucdcitos. Em contraste, o LCP dos animais expostos as trés
maiores doses de GO (12,5, 25 e 50 mg/kg) (Figura 11C) apresentou redugao
significativa na contagem total de leucécitos em comparagdo com o grupo C-.

As contagens diferenciais de leucdcitos no sangue (Figura 11D-F) nao
apresentaram diferengas significativas. No entanto, observou-se aumento significativo
de neutrofilos no LCP (5 e 12,5 mg/kg) (Figura 11H) e no LBA (Figura 11K) (5 mg/kg).
Adicionalmente, foram observadas redugdes significativas de células mononucleares
(Figura 11G) (12,5, 25 e 50 mg/kg) e eosinodfilos (Figura 111) (25 e 50 mg/kg) no LCP.
Nao foram observadas diferencas significativas na contagem de células

mononucleares no LBA (Figura 11J).
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Figura 11. Contagem total e diferencial de leucdcitos no sangue, LBA e LCP
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Contagem total de leucdcitos no (A) sangue, no (B) lavado broncoalveolar (LBA) e no (C)
lavado da cavidade peritoneal (LCP), e contagem diferencial de leucdcitos (mononucleares,
neutrofilos e eosindfilos) no sangue (D—F), no LCP (G-l) e no LBA (J-K), em um experimento
in vivo independente. Os dados sao expressos como média £ DP dos grupos experimentais
expostos a diferentes doses de 6xido de grafeno (GO) por 14 dias. Para dados paramétricos
(A, B, D, E, F e J), utilizou-se analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida do pés-teste
de Dunnett; para dados ndo paramétricos (C, G, H, | e K), empregou-se o teste de Kruskal-
Wallis seguido do pds-teste de Dunn (p<0,05). * Indica diferenca estatisticamente significativa
em relagao ao grupo controle negativo (C-). Observam-se alteragdes predominantes no LCP,
com redugao de leucdcitos totais e mudangas na populagéo de células inflamatérias. Fonte:
adaptado de Albuquerque et al. (2026).
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5.5 Quantificagao de citocinas

A Figura 12 apresenta os niveis das citocinas IFN-y, TNF e IL-6 nas amostras
de plasma sanguineo, LCP e LBA. De modo geral, ndo foram observadas diferengas
significativas nos niveis dessas citocinas entre os grupos experimentais. No entanto,
observou-se redugéo significativa dos niveis de IL-6 no LCP no grupo exposto ao GO

na dose de 25 mg/kg.

Figura 12. Concentracao de citocinas no plasma sanguineo, LCP e LBA
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Concentragdes (pg/mL) de (A—C) IFN-y, (D-F) TNF e (G-I) IL-6 no plasma sanguineo, no
lavado da cavidade peritoneal (LCP) e no lavado broncoalveolar (LBA) de animais expostos
ao 6xido de grafeno (GO) por 14 dias. Os dados sao apresentados como média £ DP (n = 6),
referentes a um experimento in vivo independente. A analise estatistica foi realizada pelo teste
de Kruskal-Wallis, seguido do pés-teste de Dunn (p < 0,05). * Indica diferenga significativa em
relacdo ao grupo controle negativo (C-). De modo geral, ndo foram observadas alteragdes
significativas nos niveis das citocinas, exceto por reducao de IL-6 no LCP em uma das
condigdes experimentais. Fonte: adaptado de Albuquerque et al. (2026).
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5.6 Atividades séricas das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina

aminotransferase (ALT)

A Figura 13 apresenta as atividades séricas das enzimas AST e ALT em
animais apo6s exposicao a diferentes doses de GO. Observou-se aumento significativo
da atividade da AST nos grupos expostos a 5 e 12,5 mg/kg em comparagao ao grupo

C-. Para a ALT, n&o foram observadas diferencgas significativas.

Figura 13. Atividades séricas das enzimas AST e ALT
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Atividade das enzimas séricas (A) aspartato aminotransferase (AST) e (B) alanina
aminotransferase (ALT) dos animais expostos ao 6xido de grafeno (GO). Os dados sao
expressos como média + DP (n = 6), referentes a um experimento in vivo independente. A
analise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn (p
< 0,05). * Indica diferencga significativa em relagéo ao grupo controle negativo (C-). Observa-
se aumento da atividade de AST em doses especificas, sem alteragdes significativas para
ALT. Fonte: adaptado de Albuquerque et al. (2026).

5.7 Avaliacao da variagao do peso pulmonar e hepatico em animais

A Figura 14 apresenta o peso relativo (%) dos pulmdes e do figado em relagao
ao peso corporal dos animais. Nao foram observadas diferengas significativas no peso
pulmonar (Figura 14A) entre os grupos expostos ao GO e o grupo controle (C-). Em
contraste, observou-se aumento do peso hepatico (Figura 14B) nos animais expostos

ao GO, exceto no grupo tratado com a menor dose (5 mg/kg).
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Figura 14. Peso relativo dos 6rgaos dos animais expostos ao GO
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Peso relativo (%) dos (A) pulmdes e do (B) figado de animais expostos ao 6xido de grafeno
(GO). Os dados sao expressos como média + DP (n = 6), referentes a um experimento in vivo
independente. A analise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguida do pos-teste de Dunnett (p < 0,05). * Indica diferencga significativa em relagao ao
grupo controle negativo (C-). Observa-se aumento do peso hepatico nos grupos expostos ao
GO, sem alteracbes significativas no peso pulmonar. Fonte: adaptado de Albuquerque et al.
(2026).

5.8 Histologia

O exame histoloégico de animais expostos ao GO demonstrou multiplas
alteracdes teciduais em diferentes érgéos. No figado (Figura 15), foram observadas
vasculite periportal e infiltrados inflamatérios em todos os grupos, com presenga de
depdsitos de GO na capsula de Glisson e regides adjacentes, mais pronunciados nas
doses de 25 e 50 mg/kg. O grupo de 12,5 mg/kg apresentou infiltrado mononuclear
focal moderada, enquanto os grupos de 25 e 50 mg/kg apresentaram infiltrado
polimorfonuclear focal moderado associado a necrose multifocal. Hemorragia leve foi

observada apenas no grupo de 50 mg/kg.
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Figura 15. Avaliacao histologica do tecido hepatico de animais expostos ao GO
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Secdes histoldgicas do tecido hepatico coradas com hematoxilina e eosina (HE) e imagens
macroscopicas do figado: grupo (A-C) controle e grupos expostos ao 6xido de grafeno (GO)
nas doses de (D-F) 5 mg/kg, (G-I) 12,5 mg/kg, (J-L) 25 mg/kg e (M-O) 50 mg/kg. Setas pretas
indicam alteracdes histopatolégicas e infiltrado inflamatério; setas azuis indicam a presenca
de GO no corte histoldgico; e setas brancas indicam a deposigao de GO no figado. Observam-
se alteragdes inflamatdrias e acumulo de GO mais evidentes nas maiores doses, sugerindo
efeito dependente da dose. Fonte: adaptado de Albuquerque et al. (2026).
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No bago (Figura 16), depdsitos de GO foram identificados no tecido adiposo
adjacente a capsula esplénica, acompanhados por infiltrado inflamatério nas doses de
5 e 12,5 mg/kg. Nas doses de 25 e 50 mg/kg, observou-se infiltrado inflamatorio mais

intenso, associado a maior presenca de GO aderido a capsula esplénica.

Figura 16. Avaliacio histologica do tecido esplénico de animais expostos ao GO

— A :
50 pm 5 - ':.

A . ' -*"“ B ﬁ

e v Tl

“-.,._.‘ R

Controle .

5 mg/Kg
12,5 mg/Kg |
25 mg/Kg
i o
50 mg/Kg fi N -

07
)

-

Secdes histoldgicas do tecido esplénico coradas com hematoxilina e eosina (HE) e imagens
macroscopicas do bago: grupo (A-B) controle e grupos expostos ao oxido de grafeno (GO)
nas doses de (C-D) 5 mg/kg, (E-F) 12,5 mg/kg, (G—H) 25 mg/kg e (I-J) 50 mg/kg. Setas
pretas indicam alteragbes histopatolégicas e infiltrado inflamatdrio; setas azuis indicam a
presenca de GO no corte histolégico; e setas brancas indicam a deposigédo de GO no bago.
Observam-se depodsitos de GO no tecido adiposo adjacente e na capsula esplénica,
acompanhados por infiltrado inflamatério. Fonte: adaptado de Albuquerque et al. (2026).
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Nos rins (Figura 17), ndo foram observadas alteragdes histopatologicas
significativas nos grupos expostos ao GO. Foi observado a presenga de deposicao de

GO no tecido adiposo adjacente

Figura 17. Avaliacao histologica do tecido renal de animais expostos ao GO
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Secdes histolégicas do tecido renal coradas com hematoxilina e eosina (HE) e imagens
macroscopicas do rim: grupo (A—B) controle e grupos expostos ao 6xido de grafeno (GO) nas
doses de (C-D) 5 mg/kg, (E-F) 12,5 mg/kg, (G—H) 25 mg/kg e (I-J) 50 mg/kg. Setas azuis
indicam a presenga de GO no corte histoldgico; e setas brancas indicam a deposi¢cao de GO
no rim. Observam-se auséncia de alteragdes histopatolégicas significativas e a presenca de
deposigao de GO no tecido adiposo adjacente. Fonte: adaptado de Albuquerque et al. (2026).
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O pulmao (Figura 18) apresentou atelectasia e leve espessamento dos septos
alveolares. Na dose de 12,5 mg/kg, observou-se leve acumulo de muco na regiao
brénquica, enquanto os grupos de 25 e 50 mg/kg exibiram infiltrados inflamatorios
polimorfonucleares e mononucleares leves, distribuidos difusamente pelo tecido, com

presenca de particulas de GO no grupo exposto a maior dose.
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Secdes histologicas do tecido pulmonar coradas com hematoxilina e eosina (HE) e imagens
macroscopicas dos pulmodes: grupo (A-B) controle e grupos expostos ao 6xido de grafeno
(GO) nas doses de (C-D) 5 mg/kg, (E-F) 12,5 mg/kg, (G-H) 25 mg/kg e (I-J) 50 mg/kg. Setas
pretas indicam alteragdes histopatoldgicas; e setas azuis indicam a presenga de GO no tecido
pulmonar. Observam-se atelectasia e espessamento septal, com infiltrado inflamatdrio leve
mais evidente nas maiores doses, além de presenca de particula de GO na maior dose. Fonte:
adaptado de Albuquerque et al. (2026).
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6. DISCUSSAO

As propriedades estruturais e de superficie do GO influenciam diretamente
sua interacdo com sistemas biologicos e, consequentemente, seus efeitos
toxicolégicos (Forest, 2022). No presente estudo, a integragdo de modelos in vitro e
in vivo, aliada a caracterizagao fisico-quimica do NM, permitiu correlacionar respostas
celulares com desfechos sistémicos, proporcionando uma avaliagdo mais integrada
dos efeitos nanotoxicologicos.

Para esse propésito, o GO foi caracterizado inicialmente quanto a sua
composi¢cao quimica através das analises de ATR-FTIR e TGA. No espectro ATR-
FTIR, a banda observada em 569 cm™ foi relacionada a vibragdes de ligagdes C-H,
enquanto a regiao em torno de 862 cm™ foi atribuida as vibragdes de estiramento C—
O-C e a flexdo C—H (Brusko et al., 2024; Pertiwi et al., 2022). A absor¢édo em 1025
cm™' foi associada ao estiramento C—O de grupos funcionais oxigenados presentes
na estrutura do NM (Azis et al., 2023; Dzikunu et al., 2024). A banda em 1397 cm™ foi
atribuida ao estiramento C—O-H, enquanto o sinal em 1569 cm™ esta relacionado a
ligacbes C=C na rede carbbdnica (Brusko et al., 2024; Marcelina et al.,, 2018). A
presenca de grupos carbonila foi indicada pelo pico em 1708 cm™, correspondente ao
estiramento C=0 (Brusko et al., 2024; Noriega-Navarro et al., 2020). Ja a banda ampla
com pico em 3117 cm™ foi associada ao estiramento O—H, sugerindo a presenga de
grupos hidroxila e/ou dgua adsorvida, uma vez que o GO possui carater hidrofilico e
higroscopico (Chatterjee, Sivareddy e De, 2017; EI-Rafie e EI-Rafie, 2016). Assim, o
espectro ATR-FTIR apresentou bandas compativeis com ligacbes envolvendo
carbono, oxigénio e hidrogénio, em conformidade com as caracteristicas descritas
para o GO na literatura (Brusko et al., 2024).

De forma complementar, a TGA permitiu avaliar a propor¢ao de grupos
oxigenados no GO. O perfil de perda de massa observado indica a eliminagao de agua
fisicamente adsorvida em temperaturas mais baixas (31 e 120 °C), seguida pela
decomposigéo térmica de grupos funcionais oxigenados (120 a 350 °C) e, em
temperaturas mais elevadas (350 a 535 °C), pela degradagéo de grupos carbénicos
menos estavel, com liberacdo de espécies gasosas como CO e CO,, conforme
descrito para o GO na literatura (Farivar, 2021; Sharma et al., 2017; Song, Wang e
Chang, 2014).
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Além disso, avaliou-se o comportamento das particulas ao longo do tempo
nas dispersoes utilizadas sob as condi¢gdes experimentais in vitro e in vivo, incluindo
meio de cultura (DMEM + SFB) e solugéo salina 0,9%, em comparagédo com agua
ultrapura, por meio das determinag¢des de DH, Pdl e PZ. O DH do GO apresentou
reducao acentuada apds 24 h nos diferentes meios de dispersao, mantendo-se inferior
a 1000 nm. Em solucao salina, o aumento da forga ibnica, decorrente da presenga de
ions Na®*, favorece a agregagdo das particulas, justificando os valores de DH
superiores aos observados em agua ultrapura (Li et al., 2022). No meio de cultura
DMEM, o GO exibiu valores mais elevados e variagdes temporais do DH, com
aumento inicial seguido de redugado, podendo estar associado com a formagéo e
reorganizagdo dinamica de coronas proteicas na superficie do NM (Garcia-Alvarez e
Vallet-Regi, 2021). Esses resultados sdo consistentes com os valores de PZ, que
revelaram menor estabilidade coloidal em DMEM e salina, sugerindo maior propensao
a agregacao e floculagao das particulas (Németh et al., 2022; Rodriguez-Loya, Lerma
e Gardea-Torresdey, 2024). Em contraste, o GO disperso em agua ultrapura
apresentou valores de PZ mais negativos (< —30 mV) ao longo de todo o periodo
analisado, indicando maior estabilidade eletrostatica e corroborando com os
resultados obtidos para o DH. Em consonancia, os valores de Pdl indicaram uma
distribuicdo de tamanho heterogénea do GO, principalmente nas dispersdes em
DMEM e salina, o que pode estar relacionado a morfologia assimétrica das folhas de
GO e a ampla variagdo de tamanhos resultante do processo de sonicagéo (Jorge,
Tienne e Marques, 2021). Além disso, os valores de DCE determinados a partir das
imagens de MEV evidenciaram uma distribuicdo heterogénea do tamanho das
particulas em amostras secas de GO anteriormente dispersas em DMEM e agua
ultrapura, com valores médios de 11,78 e 11,37 um, respectivamente. Observou-se,
ainda, maior proporgao de particulas inferiores a 10 ym na dispersdo em agua
ultrapura.

Os resultados do ensaio de viabilidade celular em células HepG2 sugerem um
aumento transitério da atividade metabdlica mitocondrial em determinadas
concentracdes de GO e tempos de exposicado. Esse comportamento € compativel com
evidéncias prévias de que a redugdo do MTT pode ser intensificada em situacdes de
estresse subletal, sem necessariamente refletir um aumento no numero de células
viaveis. Conforme descrito por Stepanenko e Dmitrenko (2015), exposi¢des de curta

duragédo (até 72 h) podem induzir respostas celulares adaptativas, resultando em
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elevacdo aparente da viabilidade associada a alteragbes bioquimicas, como a
reprogramagao do metabolismo mitocondrial. Esses mecanismos adaptativos podem
aumentar a atividade redox mitocondrial, elevando o sinal do MTT de forma
independente da proliferacéo celular.

Além disso, é importante considerar que a presenga de proteinas em meios
de cultura suplementados com SFB favorece a adsor¢do de biomoléculas na
superficie do GO, resultando na formacado de uma corona proteica capaz de modular
sua interacao com as células. Esse fendmeno pode atenuar efeitos citotdxicos diretos,
ao preservar a integridade da membrana celular e estimular respostas metabdlicas
compensatorias (Hu et al., 2011; Rhazouani et al., 2021).

No presente estudo, embora o sobrenadante tenha sido removido e as células
lavadas previamente a adicdo do MTT, a possibilidade de internalizagao de particulas
de GO ou de sua adesao a membrana celular ndo pode ser descartada, o que pode
contribuir para uma elevagao artificial do sinal do ensaio. Dessa forma, os resultados
obtidos devem ser interpretados com cautela, considerando tanto os mecanismos
adaptativos desencadeados pelas células quanto as limitagdes inerentes ao ensaio
MTT na avaliagao da citotoxicidade induzida por NMs.

Apesar das vantagens, o uso de modelos de monocultura celular ndo é capaz
de reproduzir integralmente a complexidade dos tecidos, especialmente no que se
refere a interacao entre diferentes tipos celulares, a bioacumulagao e aos processos
de regeneracado. Dessa forma, torna-se necessario o uso de modelos in vivo para uma
avaliacdo mais abrangente da toxicidade de NMs (Kermanizadeh, Powell e Stone,
2020). Portanto, os camundongos BALB/c foram escolhidos como modelo
experimental neste trabalho devido a sua ampla utilizacdo em pesquisas
nanotoxicologicas e ao perfil imunoldgico bem estabelecido. Essa linhagem apresenta
predominio de respostas imunes do tipo Th2, o que a torna particularmente sensivel
a efeitos inflamatdrios, imunotéxicos e ao estresse oxidativo induzidos por NM,
incluindo o GO (Mills et al., 2000; Watanabe et al., 2004). A via intraperitoneal foi
selecionada por permitir rapida distribuicdo sistémica, boa reprodutibilidade de dose e
avaliagao de 6rgaos-alvo, sendo amplamente utilizada em investigagdes com NMs a
base de carbono (Kumar, Sharman e Maitra, 2017; Yang et al., 2013).

Nos primeiros dias apdés a exposicdo ao GO, os animais tratados
apresentaram redugdo no consumo de ragao e agua em relagdo ao grupo controle,

acompanhada de diminuicdo do peso corporal, mais evidente nas doses de 12,5, 25
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e 50 mg/kg, sendo esta ultima associada as alteragdes mais pronunciadas. Ao longo
do experimento, entretanto, observou-se recuperagao gradual desses parametros,
com restabelecimento do consumo alimentar, da ingestdo hidrica e do peso corporal
no 13° dia. Esses achados sugerem a ocorréncia de respostas fisioldgicas transitorias
capazes de modificar o comportamento animal (Li et al., 2024). Resultados
semelhantes foram relatados por Fu et al. (2015), que observaram redugéo inicial do
peso corporal apds a administragao oral de GO (0,5 mg/mL), seguida de recuperagao
em periodos mais prolongados de acompanhamento. De modo semelhante,
Rhazouani et al. (2024) demonstraram que camundongos Swiss expostos via
intraperitoneal (2 e 5 mg/kg) ao GO apresentaram perda de peso nos primeiros 4 dias
apods a exposig¢ao, com posterior restabelecimento, além de sinais comportamentais
compativeis com desconforto abdominal. Considerando que alteragdes no consumo
alimentar e no peso corporal podem ser influenciadas tanto pelo manuseio
experimental quanto pela exposicdo a NMs (Ko et al., 2015), a auséncia de variagdes
desses parametros no grupo controle indica que as alteragdes observadas nos grupos
tratados estao associadas a efeitos fisiologicos temporarios decorrentes da exposi¢céao
ao GO, e nao exclusivamente ao estresse experimental.

As analises leucocitarias e a quantificacdo de citocinas no sangue indicaram
que a exposicdo ao GO desencadeou uma resposta inflamatoria discreta. Ainda
assim, nos grupos expostos as menores doses do NM, observou-se um aumento
expressivo no recrutamento de neutrdfilos tanto no LCP quanto no LBA, sem elevagao
concomitante dos niveis de citocinas pré-inflamatoérias. Esse perfil sugere a ocorréncia
de uma resposta inflamatéria leve e possivelmente transitoria. Paralelamente,
observou-se uma redu¢do no numero de células mononucleares no LCP, sem
alteracgdes significativas nas concentragées de IFN-y ou TNF, enquanto o grupo
exposto a dose de 25 mg/kg apresentou diminuig¢ao significativa de IL-6.

Sydlik et al. (2015) observaram que implantes de GO em camundongos
reduziram a liberagéo de IL-6 e o numero de macréfagos, com aumento transitério de
monacitos no terceiro dia, seguido de queda até o 14° dia, sem diferengas em relagao
ao controle. Hoyle et al. (2018) relataram que o GO nao induziu resposta proé-
inflamatéria em macréfagos e ainda suprimiu a liberagcdo de citocinas pro-
inflamatdrias, incluindo IL-1B e IL-6. De forma consistente, Kolaczkowska e Kubes
(2013) descreveram recrutamento de neutrdfilos independente de citocinas, mediado

por quimiocinas como CINC e CXCL2, indicando que seu aumento pode ocorrer sem
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elevagao de IL-6. Ja estudos realizados por Lim et al. (2023) demonstraram que
nanotubos de carbono induzem efeito pré-inflamatério, promovendo a polarizagéo de
macrofagos para o fenotipo M1, bem como o0 aumento da produgéo de citocinas como
TNF-a e IL-1B e de mediadores lipidicos inflamatérios, como o leucotrieno B4,
identificado como um dos principais responsaveis pela quimiotaxia de neutrdfilos.

A biodistribuicdo do GO no organismo esta relacionada com diversos fatores,
entre os quais se destacam suas propriedades fisico-quimicas, o estado de agregacéo
das particulas, as caracteristicas da superficie e a via de administracdo empregada
(Rhazouani et al., 2021). O dano tecidual associado ao GO pode apresentar relagao
inversa com o tamanho das particulas, como observado em células-tronco
mesenquimatosas humanas, nas quais particulas menores induziram efeitos mais
pronunciados (Akhavan, Ghaderi e Akhavan, 2012). No presente estudo, o aumento
do peso hepatico e a presenca de GO no figado, assim como no tecido adiposo
adjacente ao bago e ao rim, sugerem acumulo do NM decorrente da administragao
intraperitoneal, especialmente nas doses mais elevadas.

Corroborando esses achados, Kurantowicz et al. (2015) demonstraram que
particulas de GO administradas por via intraperitoneal tendem a se agregar
predominantemente no local de aplicagdo. De maneira semelhante, Yang et al. (2013)
relataram que o GO administrado intraperitonealmente se acumula nas proximidades
do local de injegédo, com formagao de agregados principalmente no figado e no baco.
Além disso, a presenga de GO em sec¢des histoldgicas dos pulmdes e rins pode ser
explicada pelo tamanho das particulas, ja que particulas menores podem entrar na
corrente sanguinea e se acumular nesses orgaos (Kurantowicz et al., 2015). Kong et
al. (2024) demonstraram que particulas de grafeno com tamanhos variando entre 0,1
e 10 um, quando administradas por vias intratraqueal, intravenosa ou intraperitoneal,
desencadearam inflamacao pulmonar, evidenciada pelo aumento do infiltrado
neutrofilico e pela elevacdo da permeabilidade capilar pulmonar, com intensidade
proporcional a dose administrada. No entanto, ndo ha evidéncias fortes de presenca
de GO na cavidade toracica, nem da quantidade de particulas translocadas do local
de aplicacéo para outras regides no presente estudo.

Rodrigues et al. (2018) descreveram a detecgao de GO em 6rgaos além da
cavidade peritoneal ap6s administragao intraperitoneal em camundongos, incluindo
diafragma e bexiga urinaria nas primeiras horas apds a exposigado, sugerindo a

participagdo da drenagem linfatica na translocagao do NM. De forma complementar,
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Cai et al. (2024) demonstraram que a absor¢cdo e a distribuicdo sistémica de
nanocapsulas poliméricas administradas por via intraperitoneal sdo dependentes do
tamanho das particulas, com rapida captacao de fragdes em torno de 30 nm, acumulo
preferencial no sistema linfatico de particulas proximas a 200 nm e retencao
predominante no peritbnio de particulas superiores a 1000 nm. Assim, fracoes
menores de NM tendem a favorecer a translocacgao sistémica, enquanto agregados
de maior tamanho permanecem majoritariamente confinados a regiao peritoneal.

Apesar das alteragdes histologicas observadas no figado, ndo foram
identificadas mudancas na atividade sérica de ALT, enquanto a AST apresentou
elevagao nas menores doses de GO. Esse resultado pode estar relacionado a menor
agregacao do material nessas concentragdes, favorecendo uma distribuigédo sistémica
mais ampla e possivel dano em outros tecidos, o que é compativel com a presenca
de infiltrados celulares observados. Apesar das alteragdes histoldgicas observadas no
tecido hepatico, a atividade sérica da enzima ALT, considerada um marcador mais
especifico para a deteccao de lesdo hepatocelular, ndo foi alterada significativamente.
No entanto, foi observado aumento da atividade da AST nas menores doses
avaliadas, possivelmente relacionado a uma menor agregacgao das particulas de GO
e a consequente maior distribuigao sistémica do NM. Esse comportamento pode ter
favorecido a liberacdo enzimatica decorrente de danos em outros tecidos, hipotese
corroborada pela presencga de infiltrados celulares observados nesses 6rgaos.

Estudos prévios demonstram que o GO pode se acumular no figado de forma
dependente da dose, sendo associado a alteragdes hepaticas geralmente transitérias.
Wen et al. (2015) observaram acumulo hepatico dependente da dose de GO
funcionalizado com 4-estirenosulfonato de sodio em camundongos apos
administracdo intravenosa, associado a aumentos transitérios de AST e ALT,
compativeis com lesdo hepatica reversivel. Amrollahi-Sharifabadi et al. (2018)
também observaram acumulo de GO no figado, acompanhado de infiltrado celular e
alteragdes hepaticas dependentes da dose. Ja Alamro et al. (2021) relataram
alteracbes hepaticas apods exposicdo a GO funcionalizado, incluindo infiltragao
extensa de células mononucleares e neutrdéfilos e focos de apoptose e necrose, com
recuperacao tecidual ao longo do tempo.

Em conjunto, os resultados demonstram que os efeitos do GO séao
influenciados por suas propriedades fisico-quimicas, pela dose administrada e pela

via de exposic¢ao. A heterogeneidade estrutural do NM, aliada as suas interagdes com
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biomoléculas, pode influenciar diretamente sua biodistribuicdo e os desfechos
bioldgicos observados. Embora as respostas identificadas sejam predominantemente
transitorias, a exposi¢cao ao GO pode favorecer processos inflamatorios localizados e
o0 acumulo desse NM em determinados 6rgéos. Tais achados fornecem informacgdes
relevantes para a avaliacéo de risco e para o uso seguro do GO em aplicagdes

industriais.
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7. CONCLUSOES

Este estudo abordou, de forma integrada, a relagdo entre as propriedades
fisico-quimicas e os efeitos toxicologicos do GO fornecido pelo CENPES/Petrobras,
com foco em sua aplicagdo em processos de RAP. A caracterizagao evidenciou que
o material possui estrutura e funcionalizagao superficial semelhantes as descritas na
literatura, além de apresentar comportamento coloidal fortemente influenciado pelo
meio de dispersdo, com variagdes ao longo do tempo do DH, do estado de agregag¢ao
e da carga superficial. Embora a analise por MEV tenha indicado particulas
predominantemente na escala micrométrica, os resultados obtidos por DLS revelaram
a presenga de fragbes submicrométricas (< 1 um) em agua e em DMEM, sugerindo
potencial de exposicdo por inalagado sob determinadas condi¢gdes de manipulagao.

No ensaio in vitro, 0 GO nao reduziu significativamente a viabilidade de células
HepG2, embora tenha induzido alteragdes transitorias na atividade metabdlica,
possivelmente relacionadas a mecanismos adaptativos e/ou limitacbes do ensaio
MTT. No modelo in vivo, a exposi¢ao intraperitoneal ao GO em camundongos BALB/c
resultou em alteracdes transitorias no consumo de ragao e agua, refletindo-se também
no peso corporal. Essas mudancas foram acompanhadas por uma resposta local
discreta, evidenciada principalmente pelo aumento de neutrdfilos na cavidade
peritoneal, sem indicacéo de ativagao inflamatdria sistémica significativa.

A integracao das analises histopatoldgicas e bioquimicas indica que o GO
apresenta acumulo hepatico associado a dose administrada, acompanhado por
alteracdes inflamatorias locais de baixa intensidade, sem alteragdes significativas na
atividade sérica do marcador de dano hepatico ALT no tempo avaliado. Em conjunto,
os resultados obtidos apontam que, nas condi¢gbes experimentais deste estudo, a
exposicao ao GO resulta predominantemente em efeitos bioldgicos leves, localizados
e de natureza transitéria, reforcando a influéncia das caracteristicas do NM, da dose
e da via de administracdo na avaliagdo do seu perfil toxicolégico. Entretanto, a
extrapolacdo desses resultados requer cautela, sendo necessaria a realizagado de
estudos adicionais que contemplem exposicées de maior duragao, diferentes vias de
administracao e investigagdes mecanisticas mais detalhadas. Essas abordagens séo
fundamentais para uma melhor compreensdo da seguranga a longo prazo, da
reversibilidade dos efeitos observados e dos possiveis impactos ocupacionais e
ambientais associados ao uso do GO em aplicagdes industriais.
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