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RESUMO

O nanomaterial grafeno e suas variagdes como o oxido de grafeno (GO, graphene oxide)
e 0 6xido de grafeno reduzido (rGO, reduced graphene oxide) tém sido amplamente estudados
e poderdo ser utilizados em vérias areas, tais como inibicdo bacteriana, administracdo de
farmacos (drug delivery), terapia fototermal e biorremediagdo de ambientes aquaticos, entre
outras. Desta forma, os residuos desses materiais chegardo aos ambientes aquaticos e seus
compartimentos, representando altos riscos para a biota aquatica bem como para a salde
humana. Nesses ambientes, GO se mantém estavel por longo tempo e rGO, que € instavel
quando suspenso em &gua ultrapura, se torna mais estavel na presenca de matéria organica
natural (MON), sendo mais estavel que GO, nessas condi¢fes. Estudos recentes mostram que
0 GO pode ser reduzido a rGO pela exposicdo a luz solar e pela degradagédo bacteriana, assim
como pela presenca de metais como aluminio (Al) e ferro (Fe) e por redutores inorgéanicos a
base de enxofre. A resposta de organismos aquaticos, decorrente da exposicédo a GO e rGO,
ainda é pouco conhecida. No presente estudo, oito concentracfes das nanomateriais GO e rGO
foram testadas em células de figado de peixe zebra (ZFL), numa escala de 0,001 até 100 pg mL"
1 com exposicBes de 24 e 72 horas. Foram analisadas a internalizacdo de GO e rGO pelas
células ZFL, a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species),
viabilidade e morte celular, bem como a atividade das enzimas catalase (CAT) e glutationa S-
tranferase (GST), além do antioxidante ndo-enzimatico glutationa (GSH). Também foi
investigado acerca da peroxidacdo lipidica e capacidade antioxidante total. GO e rGO
apresentaram capacidade diferente para adsorver proteinas em sua superficie, sendo que GO
adsorveu mais proteinas que rGO. As nanofolhas de rGO sd@o menores que as nanofolhas de
GO, e a caracteristica hidrofobica de rGO favorece sua interacdo com a membrana celular e,
consequentemente, sua entrada nas células. A exposicdo ao rGO gerou maior producdo de ROS
do que o GO e causou mais danos, evidenciando maior toxicidade de rGO. As células ZFL
foram capazes de combater os efeitos de GO mostrando recuperacdo ap6s 72 horas de
exposicdo, enquanto a exposicdo a rGO em altas concentragcdes impediu a replicacdo celular.
Em baixas concentracdes, rGO causou estresse oxidativo, perda da capacidade antioxidante e
danos genotoxicos. A exposicdo ao rGO foi nociva as células ZFL tanto em 24 horas quanto

em 72 horas de exposicao.



Palavras-chave: apoptose, catalase, espécies reativas de oxigénio, estresse oxidativo,
genotoxicidade, glutationa, glutationa-S-tranferase, morte celular, necrose, peroxidagéo
lipidica.



ABSTRACT

Graphene nanomaterial and its variations such as graphene oxide (GO, graphene oxide)
and reduced graphene oxide (rGO, reduced graphene oxide) have been widely studied and can
be used in several areas, including bacterial inhibition, drug administration (drug delivery),
photothermal therapy and bioremediation of aquatic environments, among other applications.
Thus, aquatic environments and their compartments will be fatally affected by these
nanomaterials, representing high risks for aquatic biota, as well as for human health. In these
environments, GO remains stable for a long time and rGO, which is unstable when suspended
in ultrapure water, becomes more stable in the presence of natural organic matter (NOM), being
more stable than GO in these conditions. In addition, recent studies have shown that GO can be
reduced to rGO by exposure to sunlight and bacterial degradation, as well as by the presence of
metals such as aluminum (Al) and iron (Fe) and by sulfur-based inorganic reducers. The
response of aquatic organisms, resulting from exposure to GO and rGO, is still poorly
understood. In the present study, eight concentrations of the nanomaterials GO and rGO were
tested in zebrafish liver cells (ZFL) on a scale of 0.001 to 100 ug mL™, with exposures of 24
and 72 hours. The absorption of GO and rGO cells by ZFL, the production of reactive oxygen
species (ROS), cell viability and death, as well as catalase activity (CAT) and S-transferase
glutathione (GST) enzymes, as well as non-enzymatic antioxidant glutathione (GSH), were
investigated. Lipid peroxidation and total antioxidant capacity were also investigated. GO and
rGO showed lower absorption of proteins on their surface and GO adsorption more proteins
than rGO. rGO nanosheets are smaller than GO nanosheets, and their hydrophobic characteristic
favors their interaction with the cell membrane and, consequently, their entry into cells.
Exposure to rGO generated higher ROS production than GO and caused more damage,
evidencing greater toxicity of rGO. ZFL cells were able to combat the effects of GO by showing
recovery after 72 hours of exposure, while exposure to rGO stopped cell replication at high
concentrations. The exposure to low concentrations of rGO caused oxidative stress, loss of
antioxidant capacity, and genotoxic damage. Exposure to rGO was harmful to ZFL cells within

24 hours and 72 hours of exposure.

Keywords: apoptosis, catalase, reactive oxygen species, oxidative stress, genotoxicity, reduced

glutathione, glutathione-S-transferase, cell death, necrosis, lipid peroxidation.
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Estrutura da Tese

Visando facilitar a publicacdo dos resultados, esta tese foi estruturada na forma de
capitulos, os quais contemplam os itens Resumo, Introducgdo, Materiais e Métodos, Resultados,
Discussao, Conclusdes e Referéncias Bibliograficas. Previamente aos capitulos, foi incluido
uma Introducdo Geral e a Justificativa do trabalho. A Introdugdo Geral discorre sobre
nanomateriais em geral e os baseados em carbono, em especial os nanomateriais de que trata
esta tese, 0 Oxido de Grafeno e Oxido de Grafeno Reduzido (aplicacbes e efeitos toxicos),
ecotoxicologia in vivo e in vitro, o peixe zebra (Danio rerio) e a linhagem celular de figado de
peixe zebra (ZFL) como modelos experimentais. Além disso, dois capitulos comparando os
efeitos das nanomateriais 6xido de grafeno e 6xido de grafeno reduzido sobre a linhagem celular
ZFL. Os capitulos s@o ordenados de acordo com as diferentes etapas da pesquisa, conforme

descrito abaixo:

Capitulo 1 - Tempo-dependéncia e dose-reposta das nanofolhas de 6xido de grafeno (GO)
e oxido de grafeno reduzido (rGO) sobre a linhagem celular de figado de peixe zebra -
Neste capitulo, células da linhagem ZFL foram expostas a 5 concentragdes (1, 25, 50, 75 e 100
ng mL1) de 6xido de grafeno e 6xido de grafeno reduzido, por 24 e 72 horas. Apds a exposicao,
foram avaliadas a letalidade dos nanomateriais, bem como sua dependéncia em relacdo ao
tempo e as concentracOes testadas. Foram avaliados a taxa e dois tipos de morte celular
(apoptose e necrose), bem como a endocitose dos nanomateriais pelas células e a geracao de

espécies reativas de oxigénio.

Capitulo 2 - Estresse oxidativo e efeitos genotdxicos sobre a linhagem celular de figado de
peixe zebra. Diferencas entre GO e rGO em concentracfes ambientalmente relevantes -
Neste capitulo, as células ZFL foram expostas a concentragdes sub-letais (0,001; 0,01; 0,1 e 1
ng mL?) de éxido de grafeno e dxido de grafeno reduzido, por 24 e 72 horas. Foram avaliadas
a geracdo de espécies reativas de oxigénio, a atividade de antioxidantes enzimaticos e nao-
enzimaticos, peroxidacdo lipidica e a capacidade antioxidante total. Também foram avaliados

0s danos genotdxicos, tais como quebras nas fitas de DNA.



1. Introdugdo e justificativa

1.1. Nanomateriais

Em 1959, o fisico Richard Feynman palestrou durante uma Reunido da Sociedade Fisica
Americana, na Caltech. O titulo da palestra era “There’s Plenty of Room at the Bottom”, em
portugués "Ha muito espaco no fundo". O palestra de Feynman se tornou o ponto central da
nanotecnologia, antes mesmo do termo "nano" surgir. Somente em 1974 € que surgiu o0 termo
nanotecnologia, primeiramente mencionado por Norio Taniguchi. Feynman e Taniguchi
discutiram sobre uma abordagem de cima para baixo (top-down), mas em 1981 K. E. Drexler
sugeriu o0 posto, a abordagem ascendente (bottom-up) aplicaria engenharia molecular para
construir maquinas moleculares e dispositivos moleculares com precisdo atdbmica. Na
abordagem top-down inicia-se a partir de grandes particulas que sdo reduzidas em particulas
menores, enquanto na abordagem bottom-up 0 processo se inicia a partir de 4&tomos ou
moléculas, que se acumulam para formar estruturas maiores. Em 1986, Drexler publicou seu
livro, "Motores da Criacao”, popularizando a termo nanotecnologia (ASHBY; FERREIRA,
SCHODEK, 2009).

Embora o termo nanotecnologia seja novo, nanomateriais ocorrem naturalmente ou séo
acidentalmente fabricados ha muito tempo. Por exemplo, nanoparticulas de carbono foram
usadas para o reforco de pneus por mais de 100 anos, assim como proteinas em nanoescala
fazem parte das vacinas desde o inicio do século 20. Mas apenas no final do século 20 percebeu-
se que o comportamento dos materiais dependia da escala e que essa dependéncia era mais
evidente quando a escala era nanometrica. Materiais com ao menos uma de suas dimensdes
com tamanho entre 1 e 100 nandmetros (nm) sdo considerados como nanomateriais. Essa escala
de 1 a 100 nm tem influéncia enorme sobre propriedades mecéanicas, térmicas, elétricas,
magnéticas, opticas e estéticas dos nanomateriais (ASHBY; FERREIRA; SCHODEK, 2009;
KOLAHALAM et al., 2019). A figura 1 fornece uma perspectiva da escala nanométrica em

comparagdo com escalas maiores.



Figura 1 - Comparacéo de tamanho de nanoparticulas com outros materiais de
tamanho maior
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Fonte: AMIN; ALAZBA; MANZOOR (2014), licenca CC BY 3.0

Os nanomateriais podem ser classificados por suas diferentes formas como nanobastdes,
nanoparticulas, nanofolhas que sdo caracterizadas com base em sua dimensionalidade:
dimensdo zero (0-D), unidimensional (1-D), bidimensional (2-D) e tridimensional (3-D)
(Figura 2). Eles também diferem quanto a morfologia, tamanho, propriedades e seus
constituintes, podendo ser baseado em carbono, nanoparticulas de metal, nanomateriais
semicondutores, nanomateriais poliméricos, nanomateriais a base de lipidios. Nanomateriais
tem area maior de superficie em relacdo ao volume, essa caracteristica tem grande impacto nas
propriedades desses materiais. Assim, o formato de um nanomaterial também é extremamente
importante, pois formas diferentes produzem propor¢des superficie-volume distintas e,
portanto, propriedades e comportamentos diferenciados. Matrizes de metal, ceramica ou
polimeros podem ser incorporadas a nanomateriais para formar nanocompdsitos com o intuito
de obter novas propriedades. A caracterizacdo deve ser adequada para estabelecer uma
correlacdo entre a estrutura, forma e composicdo quimica dos nanomateriais com suas
propriedades. De forma geral, técnicas analiticas e de imagem sdo bastantes utilizadas na
caracterizacdo desses materiais (ASHBY; FERREIRA; SCHODEK, 2009; KOLAHALAM et
al., 2019).



Figura 2 - Exemplos para nanoestruturas de carbono 0D, 1D, 2D e 3D
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Fonte: MOHAMED (2017), licenga CC BY 4.0

A nanotecnologia € um campo interdisciplinar que requer conhecimentos em fisica,
quimica, engenharias de materiais, mecanica e elétrica, biologia e medicina (Figura 3). Quanto
as muitas aplicacBes, nanomateriais sdo empregados na fabricacdo de sensores e biosensores,
dispositivos de micro-ondas, dispositivos de armazenamento de energia, baterias e
supercondensadores, midias de gravacéo, isolantes, deslocadores e circuladores, no tratamento
de aguas residuais e na industria de tingimento. Além dessas aplicacfes, a nanotecnologia é
aplicada na medicina desde 1965, na engenharia de tecidos, biossensores e entrega de
medicamentos (KOLAHALAM et al., 2019).



Figura 3 - O papel da nanociéncia e da nanotecnologia na ciéncia e na
engenharia
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Fonte: KOLAHALAM et al. (2019)
1.2. Nanomateriais baseados em carbono

O carbono € um elemento abundante no universo, é um material alotropico e a partir de
dele podem se formar outros compostos com propriedades completamente diferentes,
dependendo da disposi¢do dos atomos de carbono adjacentes. O diamante, por exemplo, é
conhecido por sua dureza, enquanto o grafite € fragil e quebradico. Nanomateriais de carbono
estdo entre 0s mais promissores na nanotecnologia devido a sua ampla gama de aplicacdes.
Além disso, eles também podem ser conjugados com outras matrizes para formar
nanocompositos com propriedades melhoradas. Dentre as muitas aplicacfes desses
nanomateriais, também podemos citar as aplicacdes farmacéuticas e biomédicas. Fulerenos,
nanotubos de carbono e grafeno sdo alguns dos nanomateriais baseados em carbono
(SIQUEIRA; OLIVEIRA, 2017).



Figura 4 - Vérios nanomateriais de carbono, incluindo fulereno,
nanotubo de carbono, grafeno, ponto de carbono e nanodiamante
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Fonte: HONG et al. (2015)

A conformacao estrutural do carbono e seu estado de hibridizacdo também influenciam
propriedades fisicas, quimicas e eletronicas dos nanomateriais de carbono. As relacbes de
ligacdo com os atomos vizinhos determinam se o carbono vai se hibridizar em uma
configuracdo sp? ou sp®. Esses estados de hibridizagdo mutéveis sio responsaveis pela
diversidade de compostos organicos, bem como pelas diferencas consideraveis entre as
configuracBes em massa do carbono. Em altas temperaturas ou pressdes, 0 carbono assume a
configuracgdo trigonométrica sp® termodinamicamente favoravel do diamante. Porém, quando
formados em temperaturas mais baixas o carbono adota a conformacéo planar sp? e forma folhas
de monocamada ligadas por trés ligacdes covalentes sigma e uma Unica ligacdo © (Figura 5)

(MAUTER; ELIMELECH, 2008).



Figura 5 - Exemplos de nanomateriais a base de carbono — diferentes estados de hibridizacéo
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Fonte: MAUTER; ELIMELECH (2008)
1.2.1. Fulerenos

Os fulerenos estdo entre os nanomateriais de carbono mais amplamente estudados. O
fulereno mais investigado é o Buckminsterfullereno (C60), que contém 60 atomos de carbono
e € um icosaedro truncado com 20 hexagonos e pentdgonos, semelhante a uma bola de futebol.
Além da molécula C60, o fulereno pode ter estruturas maiores, como C70, C76 e C78, e
estruturas menores, como C28 e C36. Na década de 1990, o C60 e outros fulerenos comecaram
a ser produzidos em grandes quantidades pelo meio da condensacédo da fuligem que é gerada
na vaporizacdo do grafite. Os fulerenos também podem ocorrer naturalmente em materiais
afetados por eventos de alta energia, como raios e meteoros, e em amostras geologicas. O
didmetro de uma molécula de fulereno C60 é de aproximadamente 1 nm. A sintese de fulerenos
inclui principalmente duas abordagens, o método de cima para baixo (por laser ou evaporacao
induzida por calor de grafite) e 0 método de baixo para cima (sintese quimica direta de
precursores aromaticos menores). Devido ao seu tamanho ultrapequeno, dispersdo uniforme e
modifica¢bes quimicas ajustaveis, os fulerenos sdo muito estudados em pesquisas biomédicas,
com destaque para a terapéutica, diagnostico e bio-imagem. Ao contrario dos cristais de grafite
ou diamante, que tem arranjos de atomos, o fulereno forma cristais moleculares e pode ser
considerado uma estrutura de carbono com dimensdo zero (Figura 6) (KAI-HUA CHOW,; GU;
XU, 2020; SIQUEIRA; OLIVEIRA, 2017).



Figura 6 - Diversos fulerenos, incluindo C70, C76, C80,
C84

Fonte: MALHOTRA; ALI (2018)
1.2.2. Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono sdo macromoléculas unidimensionais bem ordenadas,
compostos de tubos coaxiais Unicos ou multiplos de folhas grafiticas. Eles podem ser
classificados principalmente em dois tipos: nanotubos de carbono de parede Unica (single
walled carbon nanotubes, SWCNTSs), construidos por uma Unica camada grafiticas coaxiais e
0s nanotubos de carbono de multiplas paredes (multiwalled carbon nanotubes, MWCNTS).
Existem trés técnicas principais usadas para a producao de nanotubos de carbono: o método de
descarga com arco de carbono, 0 método de ablacdo a laser e 0 método de deposi¢do quimica a
vapor. Os nanotubos de carbono também sdo amplamente estudados na pesquisa biomédica
devido a quimica de superficie multifuncional que culmina em uma alta capacidade de entrega
de drogas (drug delivery), eles também podem ser aplicados na terapia fototérmica e
fotodinamica. Além de biocompativeis, 0s nanotubos de carbono também sdo extremamente
flexiveis e resistentes. Estes materiais sdo hidrofobicos, mas pode ser modificado para melhorar
sua dispersdo em agua, aumentando assim a sua biocompatibilidade e diminuindo sua
toxicidade (Figura 7) (KAI-HUA CHOW; GU; XU, 2020).



Figura 7 - Diagramas esquematicos de nanotubo de carbono de parede
Unica (SWCNT) e nanotubo de carbono de parede maltipla (MWCNT)

SWCNT MWCNT

Fonte: CHOUDHARY; GUPTA (2011)
1.2.3. Nanodiamantes

Nanodiamantes sdo particulas de carbono com didmetro de 2-8 nm, apresentam uma
arquitetura octaédrica truncada facetada. S&o compostos principalmente de hibridizacdo de
carbono sp® no niicleo, com hibridizagio de sp? e carbonos de desordem/defeito na superficie.
O método de sintese determina a sua classificacdo, que pode ser de detonacdo, de alta presséo
e alta temperatura. Os nanodiamantes de detonacdo sdo uma mistura de particulas de diamante
e outros alétropos de carbono. Os nanodiamantes tém uma grande quantidade de espécies de
oxigénio na superficie (principalmente grupos carboxila), formando assim potenciais de
superficie elevados e dispersdes aquosas estaveis (KAI-HUA CHOW; GU; XU, 2020).

Nanodiamantes possuem muitas vantagens em relacdo a outros nanomateriais de
carbono. Eles sédo versateis e podem ser modificados com uma variedade de grupos funcionais,
como grupo carboxila, grupo amino e grupo hidroxila, sem muitas alteracdes em seu nucleo de
diamante. Além disso, os nanodiamantes possuem fortes campos eletrostaticos em cada um de
suas facetas, atraindo moléculas de agua e criando uma camada de hidratacdo na interface

nanodiamante-solvente e, que medeia sua ligacdo com ions e moléculas de &gua. Esta
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capacidade reversivel e potente de ligagdo ao fArmaco resulta na liberacdo sustentada a medida
que as moléculas do farmaco s&o trocadas na superficie dos nanodiamantes. Mais importante
ainda, ao contrario de outros nanomateriais de carbono (por exemplo, fulerenos e nanotubos de
carbono), os nanodiamantes foram relatados como possuidores de biocompatibilidade mais alta
e rapida eliminacdo do organismo (Figura 8) (KAI-HUA CHOW; GU; XU, 2020).

Figura 8 - a Representacdo esquematica de uma estrutura de
nanodiamantes, (b) Representacdo esquematica do alinhamento de
moléculas neméticas em uma superficie semelhante ao grafite devido ao
empilhamento de elétrons . (C) Representacdo esquematica de uma
montagem anisotrépica de nanodiamantes ao longo do diretor nematico.

(@)

Face semelhante |
ao grafite |

(b)

Fonte: BASU et al. (2017), licenca CC BY 4.0
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1.2.4. Grafeno

Entre muitos nanomateriais engenheirados, o grafeno (2D, hibridizacdo sp?) ocupa um
papel de destaque (RAO et al., 2009). Este nanomaterial com a espessura de 1 nandémetro, é
flexivel (ZHU et al., 2010), porém muito resistente e capaz de conduzir eletricidade e calor de
forma extremamente eficiente e Unica (CASTRO NETO et al., 2009; GEIM, 2009). Apesar de
ser um material relativamente novo, o grafeno € considerado o pai de todos os materiais
grafiticos (RAO et al., 2009), isso porque a partir dele podem ser formadas outras estruturas,
como os fulerenos 0D e os nanotubos de carbono 1D (Figura 9) (GEIM; NOVOSELOV, 2007;
[IJIMA, 1991; KROTO et al., 1985).

Figura 9 - Esquema exibindo a formacéo de fulereno e nanotubo a partir do grafeno.

Grafeno (2D)

Fulereno (0D) 278 ) Grafite (3D)
SWNT (D)

Fonte: AMABYE; HAGOS; BEYENE (2018)
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O grafeno comecou a ser estudado 40 anos atras, porém, era considerado um material
tedrico e impossivel de existir em estado livre (GEIM; NOVOSELOV, 2007), até que, em 2004,
Konstantin Novoselov e André Geim juntamente com sua equipe conseguiram isola-lo e
caracteriza-lo. Este feito rendeu-lhes o prémio Nobel de Fisica em 2010 (O Prémio Nobel de
Fisica de 2010 - Press Release",[s.d.]).

A posicdo espacial dos dtomos de carbono no grafeno forma uma rede hexagonal
resultando em uma estrutura proxima a uma folha de papel (Figura 10), com uma ligacao o cada
carbono de apresentagio de uma distancia aproximada de 1,42 A dos seus trés atomos vizinhos.
A quarta liga¢do, ¢ uma ligacdo m, que ¢ orientada para a do plano com um par de lobos
simétricos orientados ao longo do z eixo e centrados no ndcleo. A maioria das caracteristicas
do grafeno é resultante da formagéo de bandas © e © *, provenientes da ligacdo © (ALLEN;
TUNG; KANER, 2010; SIQUEIRA; OLIVEIRA, 2017).

Quanto as aplicacdes do grafeno, ele pode atuar tanto como receptor quanto doador de
elétrons. Mais especificamente, ele pode ser empregado em fontes de energia renovaveis e
como eletrodos transparentes em células solares sensibilizadas por corante. Baterias de ion-litio
de dltima geracdo e catodos com alta condutividade elétrica também estdo entre os produtos
com grafeno em sua composicdo. O grafeno também pode ser usado em fotdnica,
fotodetectores, moduladores Opticos, controladores de polarizacdo éptica, lasers de estado
solido com bloqueio de modo e isoladores. Sua estrutura bidimensional facilita a funcionalidade
para a incorporacdo de biomoléculas e nanoparticulas, podendo assim ser empregado também
em biosensores e entrega de drogas (CHOI et al., 2010; SIQUEIRA; OLIVEIRA, 2017).
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Figura 10 - Esquema da estrutura de uma folha de grafeno. Circulos pretos
sdo &tmos de carbono e as linhas sdo as pontes moleculares.

Atomos de carbono Bandas moleculares

\ ~ 0.142 nm
1

Fonte: ROBERTS et al. (2010), licenca CC BY 3.0

1.2.5. Oxido de grafeno e oOxido de grafeno reduzido: Sintese, aplicacdes e

toxicidade

O O&xido de grafeno (GO, graphene oxide) foi descoberto pela primeira vez por
(BRODIE, 1859), que desenvolveu um método oxidativo utilizando grafite. Posteriormente, o
método foi modificado por HUMMERS; OFFEMAN (1958) (DASMAHAPATRA; DASARI;
TCHOUNWOU, 2018). O GO é constituido basicamente de uma folha de grafeno adicionada
de grupos epdxi, hidroxila e carboxila que o tornam extremamente hidrofilico, caracteristicas
que facilitam a sua dispersdo na dgua (GAO et al., 2012; LIAO et al., 2011). Em contrapartida,
apos ser reduzido, como funcionalidades do oxigénio sdo removidas tornando o material mais
hidrofdébico. A transformacdo de GO em Oxido de grafeno reduzido (rGO, éxido de grafeno
reduzido) também pode ser observada pela mudanca de cor (GO) para preto (rGO), um aumento
na relacdo C/O, além de um aumento na condutividade do material (Figura 11) (CHUA;
PUMERA, 2014).
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Figura 11 - Estruturas de grafeno (G), o6xido de grafeno (GO) e 6xido de grafeno reduzido
(rGO)

Oxido de Grafeno Reduzido (rGO)

Fonte: TADYSZAK; WYCHOWANIEC; LITOWCZENKO (2018)

Entre muitas outras funcionalidades, o éxido de grafeno pode ser reduzido para obtencéo
do grafeno (DREYER et al., 2010). A reducdo de GO produz um material muito semelhante ao
grafeno puro (pristine), o rGO. Contudo, o rGO pode apresentar ainda alguns grupos funcionais
e defeitos residuais que alteram a estrutura do plano de carbono "C" (Figura 11). O rGO pode
ser produzido por reducdo termal (por exemplo, recozimento térmico, micro-ondas e
fotoreducdo); reducdo quimica (por exemplo, adicdo de reagentes quimicos, reacgdes
fotoquimicas, remocao eletroquimica de grupos funcionais do oxigénio, reducéo solvotermal)

ou ainda por reducdo multi-passos (combinagdo de técnicas de reducdo) (PEI; CHENG, 2012).
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GO e rGO podem ser aplicados em muitos campos, tais como dispositivos
nanoeletrénicos, condutores transparentes e materiais nanocompositos. Também sdo estudadas
aplicacdes em biotecnologia e biomedicina, dentre as quais encontram-se a inibicdo bacteriana,
administracdo de farmacos (drug delivery), terapia fototermal e biorremediacdo de ambientes
aquaticos (FENG; WU; QU, 2013; SHARMA et al., 2016; WANG et al., 2011).

Com tantas possibilidades de aplicacdo, em tantas areas diferentes, é fato que esses
nanomateriais baseados em grafeno serédo liberados no meio ambiente. E uma vez inseridos no
ecossistema, pode representar uma ameaca para toda a biota, inclusive aos humanos
(DASMAHAPATRA; DASARI; TCHOUNWOU, 2018).

Desta forma, avaliar a biocompatibilidade e a toxicidade de novos nanomateriais € tao
importante quanto avaliar suas propriedades e possiveis aplicacdes (SEABRA et al., 2014).
Entretanto, se comparamos a producao de estudos que avaliam os efeitos de nanomateriais a
biota aquatica com estudos de sintese/caracterizacdo ou aplicacdo de nanomateriais, fica
explicito que os estudos ecotoxicoldgicos ainda sdo escassos (CHEN et al.,, 2012;
CHOWDHURY etal., 2013; PRETTI et al., 2014; MONTAGNER et al., 2016, FADEEL et al.,
2018).

Estudos importantes foram realizados in vitro e in vivo para investigar a toxicidade de
GO e outros materiais baseados em carbono, em especial aqueles que investigam os efeitos
neurotdxicos causados ap0s a exposicao a esses nanomateriais. Por exemplo, um estudo com
células neuronais humanas (PC12) expostas ao grafeno e a nanotubos de carbono de parede
Gnica (SWCNT) gerou um aumento na ativacdo da caspase-3, liberacdo de lactato
desidrogenase e geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species)
(ZHANG et al., 2010). SWCNT também causaram efeitos neurotdxicos em culturas de células
neuronais e gliais derivadas do cortex frontal e estriado de ratos (BUSSY et al., 2015). Outro
estudo, também utilizando SWCNT, demonstrou causar déficit de habilidades cognitivas em
ratos, além de funcdo motora diminuida, plasticidade sinaptica diminuida e potencial pos-
sinaptico excitatorio diminuido no hipocampo (GAO et al., 2015). Altas doses de nanofibras de
GO induziram a geracdo de ROS, edema mitocondrial, formacéo de autofagossomos e alta taxa

de necrose em cultura de células de neuroblastoma (MARI et al., 2016).

Uma revisao da literatura, escrita por CHEN et al., (2020) destaca os principais efeitos

do GO, in vivo e in vitro. Segundo eles, existem quatro vias pelas quais os materiais baseados
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em grafeno podem entrar no corpo de um organismo: ingestdo, penetragdo dérmica e

implantacdo ou implantacédo para aplicaces biomédicas.

Para humanos e outros mamiferos, a inalacdo é principal rota de exposicdo a
nanomateriais (PELIN et al., 2018). Pacientes clinicos sdo mais suscetiveis a exposicao oral,
podendo haver acumulagdo no intestino dos pacientes, como foi demonstrado em estudos
realizados com camundongos (DUCH et al., 2011). Os olhos e a derme também sdo expostos a
nanomateriais baseados em carbono devido ao contato com dispositivos eletrdnicos vestiveis e
lentes de contato inteligentes. A exposicao cutanea pode ocorrer durante a esfoliacdo térmica
do grafite e 0 seu processamento na forma de pé seco. Outra forma de exposicao cutanea é pelo
contato com meios antimicrobianos topicos na forma de bandagens, pomadas ou tecido de
algod&o. Infelizmente, ha pouca informagéo disponivel sobre este assunto e as informacoes

existentes sdo fragmentadas, com falta de estudos substanciais (CHEN et al., 2020).

O sistema circulatorio é a primeira interface biolégica para nanomateriais que entram
no corpo. Devido a alta atividade de superficie dos nanomateriais, as interacdes dos
nanomateriais com os componentes bioquimicos no sangue sdo inevitaveis. A presenca dos
grupos funcionais de oxigénio na superficie de GO confere a ele uma atividade hemolitica, que
pode ser atenuada com um revestimento de quitosana. Assim como a quitosana, outros
revestimentos de superficie como albumina sérica bovina, heparina e membranas lipidicas

aumentam a biocompatibilidade de GO com o sangue (CHEN et al., 2020).

Peixes zebra adultos foram expostos ao GO, sua prole foi avaliada e foram observados
efeitos neurotoxicos, incluindo perda de neurdnios dopaminérgicos, autofagia, diminuicdo da
ubiquitina e B-galactosidase aumentada (HU; WEI; MU, 2017). Tais efeitos neurotdxicos tém
sido associados a alteragcbes no comportamento como, por exemplo alteracGes na locomogéo
em termos de aumento do angulo de virada, sugerindo sintomas motores semelhantes ao
Parkinson. Outros efeitos tais como alteracfes cardiacas e dopaminérgicas, bem como
alteracdes na expressdo génica neuronal e modificacbes morfologicas surgiram apoés a
exposicdo de larvas de peixe zebra ao GO durante seis dias (SOARES et al., 2017). Ainda,
experimentos in vivo demonstraram que este nanomaterial pode translocar do ambiente para o
cérebro de larvas de D. rerio, causando danos mitocondriais, geracdo de ROS e metilacdo do
DNA (CHEN et al., 2015).

Os estudos realizados até 0 momento, sejam in vivo ou in vitro, apontam os principais

mecanismos de toxicidade de GO. O primeiro deles é a interacdo de GO com as membranas
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celulares que podem ou ndo causar toxicidade, dependendo de fatores como a quantidade de
grupos funcionais de oxigénio e da presenca de proteinas e lipidios que venham a revestir o
nanomaterial. Em meio de cultura sem soro fetal bovino (SFB), o GO interagiu diretamente
com as células, danificando a membrana, levando & morte celular. Na auséncia de SFB e,
consequentemente de proteinas revestindo o nanomaterial, as bordas afiadas do GO causam
danos mecénicos as membranas. Os danos mecanicos causados por GO podem ocorrer pela
interacdo eletrostatica do GO carregado negativamente e a fosfatidilcolina da membrana
celular, que tem carga positiva. Quando as nanofolhas de GO se inserem na membrana lipidica
das células, elas ocupam o lugar de moléculas de fosfolipidios que foram extraidas. Devido a
grande area de superficie especifica e aos seus grupos funcionais, as proteinas presentes no SFB
adsorvem na superficie do GO, impedindo a interacdo direta entre a membrana celular e o GO.
Da mesma forma, quando inaladas, as nanofolhas de GO podem interagir com as proteinas do
plasma e ser aprisionadas e retidas nos pulmdées (CHEN et al., 2020).

A entrada dos nanomateriais baseados em grafeno na célula também pode ocorrer por
fagocitose, macropinocitose e endocitose mediada por receptores. GO pode ser retido em
vesiculas de macrofagos e células A549, e o processo de captacdo por citofagia ativa e / ou
macropinocitose. Em meio de cultivo, o didametro hidrodinamico do GO é alterado devido a
agregacao, e isso esta diretamente relacionado a sua via de entrada. Geralmente, quanto menor
o tamanho lateral, mais facilmente ele pode ser captado pelas células, nanofolhas de GO com
didmetro < 500 nm entram nas células atraves principalmente de pacotes de pseuddopodes
filamentosos e endocitose mediada por clatrina. Ja as nanofolhas com didmetro entre 1 € 2 um
entram nas células principalmente por fagocitose. Além do tamanho da particula, a carga
superficial dos nanomateriais também influencia a absorcdo celular. Em células fagociticas, a
fagocitose ativa é forte o suficiente para superar a barreira de repulsdo eletrostatica, levando a

um aumento da capacidade de captacdo celular (CHEN et al., 2020).

Em embribes de D. rerio, nanomateriais podem entrar atraves do cérion, uma membrana
acelular transparente, composta de proteinas glicosiladas, organizadas em estruturas de trés
camadas e perfuradas por canais de poros em forma de cone que tem aproximadamente 500-
700 nm de didmetro e 4rea de superficie média com aproximadamente 0,17 um? . Em adultos,
a absorcdo principalmente ocorre através das guelras e pode acumular no figado, cérebro,
intestino e outros 6rgdos do corpo (DASMAHAPATRA; DASARI; TCHOUNWOU, 2018).
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O estresse oxidativo € um dos principais efeitos toxicos de materiais baseados em
grafeno, podendo causar danos diretos as membranas celulares (JAWORSKI et al., 2019) ou
indiretos (WU; ZHOU; OUYANG, 2021), por exemplo danos no DNA. ApGds exposicdo ao
GO por 10 dias, algas da espécies Euglena gracilis tiveram o crescimento inibido inclusive com
uma diminuicdo no contetdo de pigmento fotossintético e um aumento no nivel de ROS. Em
camundongos que foram administrados por via oral com rGO, a exposi¢do ocasionou 0
aceleramento do processo de envelhecimento com uma diminuigdo na atividade de enzimas
antioxidantes. O contato de agregados de GO com a membrana pode perturbar o arranjo da
fibrina celular e induzir aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e causar estresse
oxidativo. GO também pode interferir em mecanismos de reparo de danos ao DNA, em
decorréncia do estresse oxidativo. Os mecanismos de toxicidade do GO estdo exemplificados
na Figura 12 (CHEN et al., 2020).

Figura 12 - Mecanismos pelos quais GO podem causar toxicidade as células. Folhas menores
de GO podem ser degradadas por lisossoma e excretadas da célula. Folhas maiores de GO
podem danificar a membrana celular, por atrito de suas bordas com a membrana, ligando-se a
proteinas ou interagindo eletrostaticamente com a fosfatidilcolina, levando a producéo de ROS.
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1.3. Ecotoxicologia in vivo e in vitro

A termo "ecotoxicologia" foi introduzido por René Truhaut em 1969 e deriva das
palavras “ecologia" e "toxicologia". Esse termo foi criado como consequéncia da crescente
preocupacao acerca dos efeitos de xenobidticos presentes no meio ambiente. Para além de
levantamentos qualitativos e/ou quantitativos de xenobidticos presentes no solo, agua ou ar, a
ecotoxicologia se concentra em estabelecer os efeitos a nivel de individuo, populacdo e
comunidade (WALKER, 2001).

Os métodos aplicados na ecotoxicologia regulatoria derivam da toxicologia cléssica, na
qual mamiferos sdo expostos a medicamentos e outras substancias quimicas para estabelecer a
toxicodindmica dessas substancias. Contudo, a toxicologia de mamiferos difere da
ecotoxicologia, uma vez que a toxicologia de mamiferos se concentra principalmente no
individuo e a ecotoxicologia tem implica¢Oes regulatorias, focadas em proteger comunidades
inteiras de organismos e ecossistemas associados (BIDWELL, 2020). Desta forma, a
ecotoxicologia tem o importante papel de identificar e avaliar os efeitos de xenobidticos
estranhos ambientalmente relevantes que sdo liberados antropogenicamente sobre o0s
ecossistemas para, assim, prever a carga desses xenobioticos que uma comunidade especifica
pode carregar sem ser alterada (LOPEZ-BAREA, 1995).

Em meados da década de 60, bioensaios com peixes possibilitaram a confirmacdo do
prejuizo enorme causado por efluentes industriais a vida aquatica. Foi entdo que muitos paises
industrializados consideraram a criacdo de agéncias ambientais para lidar com a contaminacéo
aquatica durante a década de 1970 (MAGYARY, 2018).

Um método bastante comum para avaliar os efeitos dos xenobio6ticos em ecotoxicologia
é 0 estudo de biomarcadores, que sdo indicadores no nivel suborganismo e incluem parametros
bioquimicos, fisiologicos ou histoldgicos (BIDWELL, 2020). Por definicdo, biomarcadores
sdo: "Medidas de fluidos corporais, células, tecidos ou animais inteiros que indicam em termos
bioquimicos, celulares, fisioldgicos, comportamentais ou energéticos a presenca de

contaminantes ou a extensdo da resposta do hospedeiro™" (LOPEZ-BAREA, 1995).

A ecotoxicologia avalia os processos fisico-quimicos, fisioldégicos, moleculares,
toxicoldgicos e ecoldgicos, de forma holistica e multidisciplinar. Além disso, aborda as

interacGes entre 0s xenobidticos presentes no ambiente e a biota, focando nos efeitos adversos
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em diferentes niveis de organizacdo bioldgica, desde o nivel molecular, celular, tecido, 6rgéo e

organismo, até populacdes e ecossistemas (FENT, 2001).

Atualmente, a maioria dos métodos regulatorios em ecotoxicologia ainda usa animais
vertebrados (principalmente peixes) e letalidade como um parédmetro para avaliar a toxicidade
de produtos quimicos. O teste classico de toxicidade aguda, DL50 (Dose Letal 50%), € utilizado
para determinar a dose necessaria para matar metade de uma populacdo testada apds uma
duracdo de teste especifico. Este € um método de execucao e interpretacdo faceis, mas ndo gera
informacdes acerca do modo de acdo tdxica da substancia (SCOTT; MINGHETTI, 2020).

Peixes diferem de outros vertebrados e da maioria dos invertebrados, principalmente
com relacdo ao seu metabolismo e biotransformacéo de alguns quimicos. Peixes estdo expostos
a poluicdo quimica direta que, por diversas vezes, ja causou a mortalidade em massa de peixes.
Os testes que utilizam peixes como modelo experimental foram aplicados tradicionalmente em
procedimentos de verificacdo da qualidade dos recursos hidricos da agua potavel. Dada a
relevancia dos peixes no monitoramento da contaminagdo da agua, eles foram intensamente
utilizados em testes de toxicidade aquatica (MAGYARY, 2018).

Uma quantidade enorme de ratos, peixes e outros vertebrados sdo usados em todo o
mundo para fins experimentais. O uso de animais em pesquisas cientificas contribuiu
imensamente e ainda contribui para o avanco da pesquisa cientifica. Contudo, devido as
questdes éticas relativas ao bem-estar animal, nas ultimas décadas, comunidades académicas,
regulatorias e do setor privado tem buscado por alternativas que substituem animais em testes
de laboratdrio. Entre as alternativas estdo o cultivo de células in vitro, testes bioquimicos e
modelagens computacionais (SCOTT; MINGHETTI, 2020).

A avaliacdo das respostas celulares, em frente a exposi¢cdo a um xenobiotico, nos
permite detectar precocemente os efeitos da toxicidade, uma vez que alteracdes celulares podem
influenciar no crescimento, desenvolvimento, saude e, consequentemente, na reproducdo de
individuos (FENT, 2001). Sistemas in vitro desempenham um papel importante em avaliaces
de toxicidade, pois permitem avaliar os efeitos de xenobidticos de forma controlada, mais
eficiente e com melhor custo, beneficiando melhorias no delineamento de estudos in vivo
(ARORA; RAJWADE; PAKNIKAR, 2012; BOLS et al., 2005; FENT, 2007; HUANG; WU;
ARONSTAM, 2010).
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1.4. Danio rerio e a linhagem celular ZFL

Em 1981, George Streisinger e colaboradores relataram uma metodologia para produzir
peixe-zebra (D. rerio, Hamilton, 1822), diploide homozigoto usando pressdo hidrostatica ou
choque térmico. Desde entdo, o desenvolvimento de analises genéticas em peixes-zebras apenas
aumentou, diversas metodologias foram desenvolvidas e o peixe-zebra tornou-se uma espécie

modelo ideal para ecotoxicologia aquatica (MAGYARY, 2018).

O peixe-zebra (Figura 13) muitas vezes tem vantagens como organismo modelo, como
tamanho pequeno, ciclo rapido de reproducdo, desenvolvimento precoce, embrides
transparentes e o genoma sequenciado e disponivel publicamente. O peixe-zebra compartilha
um alto grau de homologia com o genoma humano (cerca de 70%). Assim, 0 peixe-zebra esta
se tornando um poderoso organismo modelo para estudar genética, desenvolvimento,
toxicologia ambiental, farmacologia, reparo de danos ao DNA, céncer e outras doencas. O
peixe-zebra pode ser usado para estudos de monitoramento ecotoxicologico e inumeras
avaliacOes de poluentes, como metais pesados toxicos, desreguladores endocrinos e poluentes
organicos. Além disso, com o desenvolvimento da tecnologia transgénica, especialmente as
aplicacdes dos reporteres da luciferase (LUC) e da proteina fluorescente verde (GFP) neste
campo, a eficiéncia e a sensibilidade do monitoramento foram melhoradas (BARBAZUK,
2000; DAI et al., 2014; EIDE et al., 2014; MAGYARY, 2018).

Figura 13 — llustracédo representando individuos da espécie D. rerio (peixe-
zebra)

Fonte: genome.gov/sites/default/files/tg/en/illustration/zebrafish.jpg
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Atualmente, como alternativa aos ensaios in vivo, foram desenvolvidas técnicas que
permitem o cultivo de células de peixe (in vitro), reforcando ainda mais o crescente papel do
peixe-zebra como modelo experimental (BOLS; LEE, 1991).

Os métodos in vitro permitem a geracdo de uma quantidade consideravel de informacao,
seja para determinar as concentragOes apropriadas de uma substancia a ser aplicada em ensaios
in vivo, seja para caracterizar mecanismos de acdo tdxica ou para aplicar diretamente na
avaliacdo de risco evitando alguns testes em animais. O Regulamento da UE para o Registro,
Avaliacdo, Autorizacdo e Restricdo de Produtos Quimicos (REACH) incentiva o uso de
abordagens in vitro em testes de toxicidade (BERMEJO-NOGALES); FERNANDEZ-CRUZ;
NAVAS, 2017).

A linhagem celular estabelecida ZFL é derivada de um grupo de cerca de 10 figados
peixe-zebra adultos. Essa linhagem apresenta morfologia tipica de células epiteliais, séo
aderentes e devem ser mantidas a 28 °C com CO. atmosférico. Em geral, a duplicacgéo celular
ocorre a cada 72 horas, sendo que 0 seu crescimento € altamente dependente da densidade
celular (HE, 2010). Células ZFL exibem um cariotipo hipodipléide com o nimero modal de
cromossomos de 46 (2n = 50). Celulas ZFL também apresentam enzimas de tecido hepatico,
como a alanina aminotransferase, o aspartato transaminase, a glicose-6-fosfatase e a fosfatase
alcalina, além de sintese de albumina sérica (GHOSH; ZHOU; COLLODI, 1994; MIRANDA
etal., 1993).

1.5. Justificativa

A potencial toxicidade dos novos nanomateriais utilizados em sistemas
bioldgicos € motivo de grande preocupacao e deve ser avaliada de forma aprofundada em
sistemas controlados, incluindo os estudos in vitro. Além disso, é necessario focar na
biocompatibilidade e seguranca desses novos nanomateriais (WANG et al., 2010). GO e rGO
podem ser aplicados em uma infinidade de areas (D. CHEN et al., 2012; GAO et al., 2012;
LOH et al., 2010; SUN et al., 2008; WANG et al., 2011), e os efeitos adversos foram estudados
principalmente em roedores e células de mamiferos (CHANG et al., 2011; LIAO et al., 2011).

Um outro fato importante a se considerar é a escassez de dados sobre a toxicidade de
rGO, comparando-se com GO, por exemplo. Avalia¢cdes in vitro utilizando células de
organismos representativos dos ecossistemas aquaticos sdo de grande importancia, pois podem

caracterizar-se de forma controlada os principais efeitos decorrentes da exposi¢do a
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nanomateriais, bem como os principais mecanismos de toxicidade envolvida. Portanto,
avaliagdes in vitro sdo fundamentais para melhor entendimento de aspectos fisioldgicos
relevantes incluindo determinagdes moleculares, atividade enzimética, citotoxicidade e

genotoxicidade.

Assim, tornam-se imprescindiveis os estudos que investiguem os efeitos da exposi¢édo a
a GO e rGO. Essa investigacdo pode ser realizada in vitro, utilizando, por exemplo, células
epiteliais de figado do peixe zebra (células ZF-L, figado de zebrafish) (espécie D. rerio),
considerado um modelo experimental em estudos de ecotoxicologia (Barbazuk, 2000; Eide et
al., 2014). Essa abordagem in vitro permite a observagdo dos efeitos sem a interferéncia do
controle sistémico, presente em estudos in vivo, além de proporcionar uma economia em termos
de investimento financeiro e minimizar a utilizacdo de organismos vivos (Arora et al., 2012;
Fent, 2001, 2007).

Referéncias Bibliogréaficas

ALLEN, M.J.; TUNG, V.C.; KANER, R.B. Honeycomb Carbon: A Review of Graphene.
Avaliacdes Quimicas, v. 110, n. 1, p. 132-145, 2010.

AMABYE, T.G.; HAGOS, M.; BEYENE, H.D. Uma revisdo critica sobre caracterizagdo
espectroscopica de nanocompactos sustentaveis contendo preenchimentos nano de carbono.
Forum de Pesquisa de Materiais, 20 de novembro. 2018. Disponivel em:
<https://www.mrforum.com/product/9781945291975-10/>. Acesso em: 12 out. 2021

AMIN, M.T.; ALAZBA, A. A.; MANZOOR, U. Uma revisdo da remocdo de poluentes de
agua/aguas residuais usando diferentes tipos de nanomateriais. Avangos em Ciéncia e
Engenharia de Materiais, v. 2014, p. 1-24, 2014.

ARORA, S.; RAJWADE, J.M.; PAKNIKAR, K.M. Nanotoxicologia e estudos in vitro: A
necessidade da hora. Toxicologia e Farmacologia Aplicada, v. 258, n. 2, p. 151-165, 2012,

ASHBY, M.F.; FERREIRA, P. J.; SCHODEK, D. Nanomateriais, nanotecnologias e design:
uma introducdo para engenheiros e arquitetos. Amsterda: Elsevier/Butterworth Heinemann,
2009.

BARBAZUK, W.B. A relacdo sinténica dos zebrafish e genomas humanos. Pesquisa de
Genoma, v. 10, n. 9, p. 1351-1358, 2000.

BASU, R. et al. Evidéncia de nanodiamant-auto-montagem em um cristal liquido, e 0s
consequentes impactos sobre as propriedades de cristal liquido. AIP Advances, v. 7, n. 7, p.
075008, 2017.



24

BERMEJO-NOGALES, A.; FERNANDEZ-CRUZ, M. L.; Navas, J.M. Linhas celulares de
peixe como ferramenta para a avaliacdo da ecotoxicidade e classificagdo de nanomateriais
projetados. Toxicologia Regulatéria e Farmacologia, v. 90, p. 297-307, 2017.

BIDWELL, J. R. Capitulo 36 - Modelos de ecotoxicologia in vivo. In: POPE, C. N.; LIU, J.
(Eds.). Uma introducdo a toxicologia interdisciplinar. [S.L.] Imprensa Académica, 2020. p.
507-523.

BOLS, N.C. et al. Capitulo 2 Uso de linhas de células de peixe na toxicologia e ecotoxicologia
dos peixes. Linhas celulares piscinas em toxicologia ambiental. In: Bioquimica e Biologia
Molecular dos Peixes. [S.L.] Elsevier, 2005. v. 6p. 43-84.

BOLS, N.C.; LEE, L. E. Tecnologia e usos de culturas celulares dos tecidos e 6rgdos de peixes
6sseos. Cytotecnologia, v. 6, n. 3, p. 163-187, 1991.

BRODIE, B.C. Sobre o peso atdmico do grafite. TransacOes Filosoficas da Sociedade Real
de Londres, v. 149, p. 249-259, 1859.

BUSSY, C. et al. Microglia determina respostas neurotdxicas especificas da regido cerebral a
nanotubos de carbono quimicamente funcionados. ACS Nano, v. 9, n. 8, p. 7815-7830, 2015.

CASTRO NETO, A. H. et al. As propriedades eletrénicas do grafeno. Resenhas de Fisica
Moderna, v. 81, n. 1, p. 109-162, 20009.

CHEN, L. et al. Toxicidade do 6xido de grafeno e nanotubos de carbono multi-paredes contra
células humanas e zebrafish. Science China Chemistry, v. 55, n. 10, p. 2209-2216, 2012.

CHEN, L. et al. Avaliacdo toxicolégica de nanomateriais da familia grafeno. Journal of
Nanoscience and Nanotechnology, v. 20, n. 4, p. 1993-2006, 2020.

CHEN, Y. et al. Nanotoxicidade especifica de 6xido de grafeno durante a embriogénese de
zebrafish. Nanotoxicologia, p. 1-11, 2015.

CHOI, W. et al. Sintese de Grafeno e suas Aplicacdes: Uma Revisao. Criticas em Ciéncias de
Estado Sdélido e Materiais, v. 35, n. 1, p. 52-71, 2010.

CHOUDHARY, V.; Gupta, A. Nanocompositos de nanotubo de polimero/carbono |
Intechopen. Disponivel em: <https://www.intechopen.com/chapters/16990>. Acesso em: 12
fora. 2021.

CHOWDHURY, I. et al. Propriedades coloidais e estabilidade de nanomateriais de 6xido de
grafeno no ambiente aquético. Ciéncia Ambiental & Tecnologia, v. 47, n. 12, p. 6288-6296,
2013.

CHUA, C.K.; PUMERA, M. Reducéo quimica do 6xido de grafeno: um ponto de vista quimico
sintético. Chem. Soc. Rev., v. 43, n. 1, p. 291-312, 2014.



25

DA, Y.-J. et al. Zebrafish como um sistema modelo para estudar toxicologia: monitoramento
toxicoldgico de zebrafish. Toxicologia e Quimica Ambiental, v. 33, n. 1, p. 11-17, 2014.

DASMAHAPATRA, A. K.; DASARI, T. P. S.; TCHOUNWOU, P.B. Nanomateriais a base de
grafeno em peixes. In. DE VOOGT, P. (Ed.). Revisdes de Contaminacdo Ambiental e
Toxicologia, v 247. Cham: Springer International Publishing, 2018. v. 247p. 1-58.

DREYER, D. R. et al. A quimica do 6xido de grafeno. Soc. Rev., v. 39, n. 1, p. 228-240, 2010.

DUCH, M.C. et al. Minimizando a oxidacdo e a dispersdo estavel de nanoescala melhora a
biocompatibilidade do grafeno no pulméo. Nano Letters, v. 11, n. 12, p. 5201-5207, 2011.

EIDE, M. et al. Uma caracterizagdo da linha celular ZFL e hepatdcitos priméarios como modelos
in vitro de células hepaticas para o zebrafish (Danio rerio). Toxicologia Aquatica, v. 147, p.
7-17, 2014.

FADEEL, B. et al. Avaliacdo de Seguranca de Materiais Baseados em Grafeno: Foco em Saude
Humana e Meio Ambiente. ACS Nano, v. 12, n. 11, p. 10582-10620, 2018.

FENG, L.; WU, L.; QU, X. Novos horizontes para diagnosticos e aplicacfes terapéuticas de
grafeno e 6xido de grafeno. Materiais Avancados, v. 25, n. 2, p. 168-186, 2013.

FENT, K. Linhas celulares de peixe como ferramentas versateis em ecotoxicologia: avaliacao
da citotoxicidade, potencial de inducdo citocromome P4501A e atividade estrogénica de
produtos quimicos e amostras ambientais. Toxicologia in vitro: revista internacional
publicada em associacdo com BIBRA, v. 15, n. 4-5, p. 477-488, 2001.

FENT, K. Culturas permanentes de células de peixe como importantes ferramentas na
ecotoxicologia. ALTEX, v. 24 Spec No, p. 26-28, 2007.

GADO, J. et al. Déficits cognitivos induzidos por nanotubos de carbono multi-paredes atraves da
via autofagica. Toxicologia, v. 337, p. 21-29, 2015.

GAO, Y. et al. Adsorcdo e remocao de antibidticos tetraciclinas de solucdo aquosa por éxido
de grafeno. Journal of Colloid and Interface Science, v. 368, n. 1, p. 540-546, 2012.

GEIM, A. K. Grafeno: status e perspectivas. Ciéncia, v. 324, n. 5934, p. 1530-1534, 2009.

GEIM, A.K.; NOVOSELOV, K.S. A ascensdo do grafeno. Materiais da Natureza, v. 6, n. 3,
p. 183-191, 2007.

GHOSH, C.; ZHOU, Y. L.; COLLODI, P. Derivacdo e caracterizacdo de uma linha de células
hepaticas de zebrafish. Biologia Celular e Toxicologia, v. 10, n. 3, p. 167-176, 1994.

He, S. Cancer e estudos de inflamacdo usando linhas de células de zebrafish. [S.L.]
Universidade de Leiden, 27 de maio de 2010.



26

HONG, G. et al. Nanomateriais de Carbono para Imagem Bioldgica e Terapia Nanomedicinal.
Revisbes Quimicas, v. 115, n. 19, p. 10816-10906, 2015.

HUANG, Y.-W.; WU, C.; ARONSTAM, R. S. Toxicidade das nanoparticulas de éxido de
metal de transicdo: insights recentes de estudos in vitro. Materiais, v. 3, n. 10, p. 4842-4859,
2010.

HUMMERS, W.S.; OFFEMAN, R.E. Preparacdo de Oxido gracastico. Journal of the
American Chemical Society, v. 80, n. 6, p. 1339-1339, 1958.

HU, X.; WEI, Z.; Mu, L. Nanofolhas de éxido de grafeno em concentragdes de tragcos provocam
neurotoxicidade na prole de zebrafish. Carbono, v. 117, p. 182-191, 2017.

[1JIMA, S. Microtubulos helicoidais de carbono gracético. Natureza, v. 354, n. 6348, p. 56-58,
1991.

JAWORSKI, S. et al. Degradacdo das Mitocondrias e Estresse Oxidativo como o principal
mecanismo de toxicidade do grafeno imaculado em Células e Tumores glioblastoma U87 e
Células HS-5. International Journal of Molecular Sciences, v. 20, n. 3, p. 650, 2019.

KAI-HUA CHOW, E.; GU, M.; XU, J. Capitulo 14 - Nanomateriais de carbono: conceitos
fundamentais, interacdes bioldgicas e aplicacBes clinicas. In: CHUNG, E.J.; LEON, L.;
RINALDI, C. (Eds.). Nanoparticulas para Aplicacbes Biomeédicas. Micro e Nano
Tecnologias. [S.L.] Elsevier, 2020. p. 223-242.

KOLAHALAM, L. A. et al. Revisdo sobre nanomateriais: Sintese e aplica¢cdes. Materiais Hoje:
Proceedings, 22 Conferéncia Internacional de Ciéncias Aplicadas e Tecnologia (ICAST-
2019): Ciéncia material. v. 18, p. 2182-2190, 1 de janeiro. 2019.

KROTO, H. W. etal. C60: Buckminsterfullerene. Natureza, v. 318, n. 6042, p. 162-163, 1985.

KRUGER, N.J. O método Bradford para quantificacdo de proteinas. Metanfetamina. Mol.
Biol., v. 32, p. 9-15, 1994.

LIAO, K.-H. et al. Citotoxicidade de 6xido de grafeno e grafeno em eritrocitos humanos e
fibroblastos de pele. ACS Materiais Aplicados & Interfaces, v. 3, n. 7, p. 2607-2615, 2011.

LOPEZ-BAREA, J. Biomarcadores em ecotoxicologia: uma visdo geral. (G. H. Degen, J. P.
Seiler, P. Bentley, Eds.) Toxicologia em Transi¢cdo. Anais: Arquivos de Toxicologia. Berlin,
Heidelberg: Springer, 1995.

MAGYARY, EU. Avancos recentes e tendéncias futuras em bioensacGes de zebrafish para
ecotoxicologia aquatica. Ecociclos, v. 4, n. 2, p. 12-18, 2018.

MALHOTRA, B.D.; ALI, MD. A. Capitulo 2 - Nanomateriais de carbono funcionalizados para
biosensores. In. MALHOTRA, B.D.; ALI, MD. A. (Eds.). Nanomateriais para Biosensores.
Micro e Nano Tecnologias. [S.L.] William Andrew Publishing, 2018. p. 75-103.



27

MARI, E. et al. As nanobonas de oxido de grafeno induzem vacuoles autofagicos em linhas
celulares neuroblastoma. International Journal of Molecular Sciences, v. 17, n. 12, p. 1995,
2016.

MAUTER, M.S.; ELIMELECH, M. Aplicacdes ambientais de nanomateriais a base de carbono.
Ciéncia Ambiental & Tecnologia, v. 42, n. 16, p. 5843-5859, 2008.

MIRANDA, C. L. et al. Regulacédo da expressdo citocromo P450 em uma nova linha de células
hepaéticas de zebrafish (Brachydanio rerio). Arquivos de Bioquimica e Biofisica, v. 305, n. 2,
p. 320-327, 1993.

MOHAMED, E. F. Nanotecnologia: futuro do controle ambiental da poluicdo atmosférica.
Gestdo Ambiental e Desenvolvimento Sustentavel, v. 6, n. 2, p. 429, 2017.

MONTAGNER, A. et al. Efeitos ecotoxicologicos de materiais a base de grafeno. Materiais
2D, v.4,n. 1, p. 012001, 2016.

MU, Q. et al. Absorcdo celular dependente do tamanho de nanofolhas de 6xido de grafeno
revestidos de proteina. ACS Materiais Aplicados & Interfaces, v. 4, n. 4, p. 2259-2266, 2012.

PEI, S.; CHENG, H.-M. A reducéo do éxido de grafeno. Carbono, v. 50, n. 9, p. 3210-3228,
2012.

PELIN, M. et al. Exposicdo ocupacional a nanomateriais a base de grafeno: avaliacao de risco.
Nanoescala, v. 10, n. 34, p. 15894-15903, 2018.

PRETTI, C. et al. Ecotoxicidade do grafeno intocado para organismos marinhos.
Ecotoxicologia e Seguranca Ambiental, v. 101, p. 138-145, 2014.

RAO, C. N. R. et al. Grafeno: O novo nanomaterial bidimensional. Angewandte Chemie
International Edition, v. 48, n. 42, p. 7752-7777, 20009.

ROBERTS, M. W. et al. Teoria da placa continua e modelagem atomistica para encontrar a
rigidez flexural de uma folha de grafeno interagindo com um substrato. Journal of
Nanotechnology, v. 2010, p. e868492, 2010.

SCHMIDT, A.M. Science vs. regulacdo de drogas alimentares. Clinica Research Practices
and Drug Regulatory Affairs, v. 5, n. 5-6, p. 319-325, 1987.

SCOTT, J.; MINGHETTI, M. Toxicidade testando: modelos in vitro em ecotoxicologia. In:
Uma Introducdo a Toxicologia Interdisciplinar. [S.L.] Elsevier, 2020. p. 477-486.

SEABRA, A.B. et al. Nanotoxicidade de grafeno e éxido de grafeno. Pesquisa Quimica em
Toxicologia, v. 27, n. 2, p. 159-168, 2014.

SHARMA, D. et al. Insight sobre a biosensagem do 6xido de grafeno: Perspectivas atuais e
futuras. Arabian Journal of Chemistry, v. 9, n. 2, p. 238-261, 2016.



28

SIQUEIRA, JR; OLIVEIRA, O. N. 9 - Nanomateriais & base de carbono. In: DA ROZ, A. L. et
al. (Eds.). Nanoestruturas. [S.L.] William Andrew Publishing, 2017. p. 233-249.

SOARES, J. et al. Efeitos neurotoxicos do desenvolvimento da exposic¢do ao 6xido de grafeno
em larvas de zebrafish (Danio rerio). Coloides e Superficies B: Biointerfaces, v. 157, p. 335-
346, 2017.

TADYSZAK, K.; WYCHOWANIEC, J.; LITOWCZENKO, J. Aplicagdes Biomédicas de
Estruturas Baseadas em Grafeno. Nanomateriais, v. 8, n. 11, p. 944, 2018.

O Prémio Nobel de Fisica de 2010 - Comunicado & Imprensa. Disponivel em:
<https://www.nobelprize.org/nobel_prizes/physics/laureates/2010/press.html>. Acesso em: 6
fev. 2017.

WALKER, C. H. (ED.). Principios da ecotoxicologia. 2% ed. Londres; Nova lorque: Taylor &
Francis, 2001.

WANG, Y. et al. Oxido de grafeno e grafeno: biofuncionalizacdo e aplicagdes em
biotecnologia. Tendéncias em Biotecnologia, v. 29, n. 5, p. 205-212, 2011.

WU, K.; ZHOU, Q.; OUYANG, Genotoxicidade Direta e Indireta de Nanomateriais da Familia
Grafeno no DNA — uma revisdao. Nanomateriais, v. 11, n. 11, p. 2889, 2021.

ZHANG, Y. et al. Efeitos citotoxicidade do grafeno e nanotubos de carbono de parede Unica
em células pcl2 derivadas da faocromocitoma neural. ACS Nano, v. 4, n. 6, p. 3181-3186,
2010.

zebrafish.jpg (1600%959). Disponivel em:
<https://www.genome.gov/sites/default/files/tg/en/illustration/zebrafish.jpg>. Acesso em: 28
fora. 2021.

ZHU, Y. et al. Oxido de grafeno e grafeno: sintese, propriedades e aplicacdes. Materiais
Avancados, v. 22, n. 35, p. 3906-3924, 2010.



29

2. Objetivos Gerais

2.1. Capitulo 1 - Investigar a ocorréncia de efeitos letais sobre as células ZFL apds
exposicdo a GO e rGO em diferentes concentragdes e tempos de exposicao.

2.2. Capitulo 2 - Investigar a ocorréncia de efeitos subletais sobre as células ZFL apds a
exposi¢do a GO e rGO em concentracOes ambientalmente relevantes.

3. Objetivos Especificos

3.1. Capitulo 1

Investigar se os nanomateriais GO e rGO entram nas células ZFL por meio de bioensaio de
"captacdo™ utilizando marcacdo dos nanomateriais pelo fluoréforo fluoresceina seguido da
captura de imagens;

*Determinar as doses que causam letalidade as células ZFL por meio do bioensaio de
viabilidade e proliferacdo celular "Ensaio Azul Trypan";

*Determinar a frequéncia e distinguir a morte celular entre apoptose e necrose utilizando
citometria de fluxo;

*Avaliar se os efeitos sdo dependentes das concentragdes e/ou dos tempos de exposi¢ao;

*Investigar se a exposi¢ao aos nanomateriais GO e rGO induz a geragao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) nas células ZFL por meio do ensaio de reducdo do composto H.DCF-DA;

*Determinar se ha diferenca de toxicidade entre 0s nanomateriais GO e rGO.

3.2. Capitulo 2

*Investigar se a exposi¢do a concentragcdes ambientalmente relevantes de GO e rGO induz a
geracdo de ROS nas células ZFL por meio do ensaio de reducdo do composto H,DCF-DA;

Investigar a ocorréncia de efeitos estimulatorios ou inibitorios sobre antioxidantes enzimaticos
(Catalase, Glutationa S-Tranferase) e ndo enzimatico (Glutationa);

*Investigar a ocorréncia de peroxidac@o dos lipidios das membranas celulares;

Investigar a ocorréncia de efeitos sobre a capacidade antioxidante total das células ZFL apos
exposic¢éo a GO e rGO;
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Investigar se a exposi¢do a baixas concentragdes de GO e rGO causam danos ao DNA das
celulas ZFL por meio do ensaio do "cometa".
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Capitulo 1 — Uma abordagem toxicodindmica para investigar a toxicidade de nanofolhas de
oxido de grafeno (GO) e oOxido de grafeno reduzido (rGO) sobre linha celular de figado de
peixe-zebra (ZFL).

Resumo

O oxido de grafeno (GO) e o oxido de grafeno reduzido (rGO) sdo nanomateriais
baseados em carbono e possuem uma ampla gama de aplicagdes. Desta forma, é esperado que
seus residuos atinjam os ambientes aquaticos, acumulem, e interajam com seus diferentes
compartimentos e com a biota. A dependéncia do tempo de exposicdo e das concentracdes de
GO e rGO em organismos aquaticos ainda é pouco conhecida. No presente estudo, foram
investigados os efeitos de GO e rGO para a linhagem celular proveniente de hepatdcitos de
peixe-zebra, ZFL. Nanofolhas de GO e rGO foram aplicadas sobre células ZFL em
concentragdes de 1 a 100 ug mL™ durante 24 e 72 horas. Foram avaliadas, a internalizagdo das
nanofolhas de GO e rGO, bem como a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a
viabilidade celular, e morte celular. Os resultados indicaram que GO foi internalizado pelas
células, mas nao foi observada internalizacéo significativa de rGO. rGO é hidrofdbico e suas
nanofolhas sdo menores que as nanofolhas de GO, contudo, sua hidrofobicidade favorece sua
interacdo com as membranas das células. A exposi¢do ao rGO induziu alta geracdo de ROS,
principalmente em 24 horas de exposicdo, impedindo a duplicacdo celular apos 72 horas de
exposicdo. Os resultados indicaram maior toxicidade de rGO em relacdo a GO, dependente do

tempo e da concentracéo.

Palavras-chave: internalizacdo celular, morte celular, viabilidade celular, duplicacéo celular,

geracdo de ROS, toxicodinamica.

1. Introducao

Os nanomateriais a base de carbono, como 6xido de grafeno (GO) e 6xido de grafeno
reduzido (rGO), sdo materiais valiosos devido ao aumento de suas propriedades quimicas,
eletrbnicas e mecanicas aumentadas (COMPTON; NGUYEN, 2010; RAY, 2015). GO e rGO
apresentam uma estrutura na forma de nanofolhas, na qual GO contém mais grupos funcionais
de oxigénio em ambas as superficies e bordas das folhas, em comparacdo com o rGO
(HIDAYAH et al.,, 2017). As aplicacbes industriais de GO e seus derivados incluem

dispositivos nanoeletrdnicos, condutores transparentes e materiais nanocompdsitos (PARK;
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YOON; KWON, 2016; ZHENG; KIM, 2015). Aplica¢gdes em biotecnologia e biomedicina
incluem inibicdo bacteriana (JIANG et al., 2019; MOGHAYEDI et al., 2017), entrega de
drogas, terapia contra o cancer (LIU et al., 2018a), e biorremediacdo de ambientes aquaticos
(CALZA et al., 2016; GAO et al., 2012).

Considerando o aumento continuo da fabricacdo desses nanomateriais a base de
carbono, espera-se que seus residuos cheguem ao ecossistema aquatico, acumulem e interajam
com diferentes compartimentos ambientais, bem como com a biota (GOODWIN et al., 2018).
Nesse cenario, € imprescindivel investigar o potencial toxico desses nanomateriais para a biota

aquatica.

Estudos recentes mostram que a exposicdo ao GO, rGO e multicamadas de grafeno
induziu estresse oxidativo, danos a membrana e esgotamento de nutrientes em algas Chlorella
pyrenoidosa (ZHAO et al., 2017). Além disso, os nanocompositos rGO e rGO foram altamente
toxicos para crustaceos planctonicos Daphnia magna (Liu et al., 2017). GO sozinho causou
alta inibicdo de crescimento e reproducdo em D. magna em comparacdo com GO-carboxil, GO-
imidazole e GO-polietileno glicol (LIU et al., 2018b). Além disso, o GO induziu alteracGes na
atividade de glutationa-S-transferase e estresse oxidativo no bivalve marinho Crassostrea
virginica (KHAN et al., 2019).

Em relacdo aos vertebrados aquaticos, grafeno pristine causou mortalidade embrionaria,
eclosdo retardada, mudou o batimento cardiaco e causou varios defeitos morfoldgicos em
embrides de peixe-zebra (D. rerio) (MANJUNATHA et al., 2018). Adicionalmente, GO
induziu a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em peixes-zebra adultos,
danificando as branquias e o figado (SOUZA et al.,, 2017). Em geral, a exposicdo a
nanomateriais a base de grafeno induziu distarbios respiratorios, neurais, inflamatorios e
metabolicos em todas as fases da vida dos peixes-zebra (DASMAHAPATRA; DASARI,
TCHOUNWOU, 2018).

Apesar dos estudos realizados, informacBes sobre a toxicodindmica desses
nanomateriais ainda sdo escassas. A intera¢do dos contaminantes com sistemas biologicos e as
condicdes especificas de exposicdo que causam efeitos adversos na estrutura ou funcdo das
células é um estudo-chave na ecotoxicologia (NORDBERG; FOWLER, 2015). Sem davida, a
determinacédo da concentragédo e do tempo de resposta sdo essenciais para entender a acdo dos
contaminantes (ROZMAN; DOULL; HAYES, 2010).
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Estudos in vitro fornecem informac6es importantes sobre a acdo direta do contaminante
nas células, como captacdo celular (FALTERMANN et al., 2016), metabolismo
(CAVALCANTE et al., 2014; LACHNER; OLIVEIRA; MARTINEZ, 2015), viabilidade, e
morte celular (MOROZESK et al., 2018), reduzindo significativamente o uso de animais em
ensaios experimentais (BERMEJO-NOGALES; FERNANDEZ-CRUZ; NAVAS, 2017;
SCOTT; MINGHETTI, 2020; TAJU et al., 2014, 2017). O peixe-zebra é um excelente modelo,
tanto para avaliagfes in vivo (MAGYARY, 2018; TRIGUEIRO et al., 2020) quanto in vitro
(LUNGU-MITEA, 2020; MOROZESK et al., 2018, 2020), e a linhagem de células hepaticas
de peixe-zebra (ZFL) tem um grande potencial para estudos sobre biologia celular. A linhagem
celular ZFL apresenta a morfologia geral do hepatécito e tem sido usada em estudos
toxicoldgicos (BONOMO et al., 2020, 2021; GHOSH; ZHOU; COLLODI, 1994; ELE, 2010).
Com base nas informacdes descritas aqui, este estudo foi realizado utilizando as células ZFL
para avaliar a toxicidade das nanofolhas GO e rGO abordando trés questdes principais: 1) As
nanofolhas GO e rGO sdo potencialmente toxicas para as células ZFL? 2) A toxicidade de GO
e rGO depende da concentracdo e/ou tempo de exposicdo? 3) Ha diferencas na resposta celular

a exposicao de GO e rGO?
2. Materiais e Métodos

2.1. Sintese de GO e rGO
GO foi sintetizado no grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia da Universidade de
Séo Paulo, utilizando o método modificado de Hummer (TUNG et al., 2009), como descrito
em detalhes por SOUZA et al. (2017). O grafite expandido foi fornecido pelo Nacional Grafite®
(Brasil), e todos os reagentes usados na sintese foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA). O GO sintetizado exibiu morfologia de nanofolha tipica, com 95% das folhas em

monocamadas com espessura de 1,0 nm, e uma area média de 0,58 um2 (SOUZA et al., 2017).

O procedimento para obter rGO foi baseado no método descrito por SANDOVAL et al.
(2016) com modificacdes. Resumidamente, GO foi diluido em &gua ultrapura (concentracao
final de 480 pg mL1) com a subsequente adicdo de 0,5 % (volume final) de uma solucdo de
hidroxido de amonia e dispersdo em um banho ultrassénico por 15 minutos (Elmasonic P30H;
37 kHz). GO-NH4OH foi transferido para microtubos (2 mL) e mantido em um banho seco
"thermo-shaker” (BIOMTC100, Agimaxx) a 90 °C, 1000 rpm, por 8 h. rGO-NH4OH foi
dializado (cut off de 10 KDa) por trés dias em agua ultrapura com duas trocas ao dia com 0
objetivo de remover o NHsOH (SANTOS, 2018).
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2.2. Caracterizacdo de GO e rGO

O Potencial Zeta (Zeta Potential, ZP) de GO e rGO foi medido ao longo do tempo (0,
24, 48 e 72 h) em meio de cultura (RPMI 50%, Leibovitz L-15 50%, suplementado com 10%
de soro fetal bovino, SFB) contendo 1, 50 e 100 pg mL™. As mesmas amostras também foram
utilizadas para a medicdo da dispersdo dindmica de luz (Diameter Light Scattering, DLS) ap6s
0, 24, e 72 h, em triplicata. As medidas de ZP e DLS foram realizadas usando um
espectrofotbmetro Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido). Além disso, a
estabilidade de GO e rGO suspensa em meio de cultura foi verificada por imagens. Os espectros
infravermelhos foram obtidos por espectrofotometria transformada de Fourier (Fourier-
transform infrared spectroscopy, FTIR) (Termo Cientifico — Nicolet iS50, EUA) em uma faixa
de 400-4000 cm™, com resolugdo de 4 cm™ e 128 leituras. Para esta anélise, as amostras foram
preparadas utilizando brometo de potéssio (KBr), adicionando solugdes de GO e rGO (em agua
ultrapura) no KBr (80 mg), e deixando secar em um forno (60 °C) para posterior medicdo. As
amostras de GO e rGO também foram analisadas combinadas com SFB, incubadas por 1 h
seguido de centrifugacéo e ressuspensao para investigar a interacdo de GO e rGO com as

proteinas presentes no SFB.
2.3. Conjugacéao de GO e rGO com o fluoroforo NHS-fluoresceina

A conjugacdo de GO e rGO com o fluoréforo NHS-fluoresceina (5(6)-
carboxifluoresceina N-hidroxisuccinimida éster) foi realizada conforme descrito por HEISTER
et al. (2009), com modificacdes. Primeiro, 0 NHS-Fluoresceina foi diluido em 10 mg mL™? de
dimetilsulfoxido (DMSO), e uma aliquota de 0,3 mL foi misturado com 150 mg de albumina
sérica (bovine serum albumin, BSA) diluido em tampéo fosfato de soédio (20 mM, pH 8.5). As
amostras foram incubadas por 2h, no escuro, em temperatura ambiente e em agitacdo. Na
sequéncia, a mistura foi filtrada e lavada repetidamente usando um dispositivo de filtragem por
centrifugacdo, Amicon Ultra 30 kDa (Millipore) até que o eluato ficasse claro. Os conjugados
de BSA + NHS-Fluoresceina (BSA-F) foram ressuspensos em 30 mL de tampéo fosfato de
sodio (20 mM, pH 7.4). Depois, 150 ug mL™* de GO e rGO foram dispersos em 10 mL de
tampdo fosfato de sodio (20 mM, pH 8.5). O pH desta mistura foi ajustado para 8,5 usando
uma solucdo de fosfato trissodico a 20 mM. Em seguida, 1 mL de 1-etil-3-(3-dimetil cloridrato
de carbodimideo aminopropilico (EDC, 20 mM) foi adicionado, seguido da adi¢do de 1 mL de
sulfo-NHS (50 mM), a mistura entdo foi incubada por 5 min, em temperatura ambiente. O

excesso de EDC foi neutralizado, adicionando 70 pl de 2-mercaptoetanol para chegar a uma
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concentracgéo final de 20 mM. A reacédo de acoplamento comecou adicionando 10 mL de BSA-
F (5 mg mL* de BSA) e a reagdo prosseguiu por 2 h, em temperatura ambiente. Finalmente, 1
mL de cloridrato de etanolamina (250 mM) foi adicionado para parar a reagdo. Os complexos
GO/rGO foram lavados por filtragem a vacuo usando filtros de policarbonato, malha de 0,2 um
(Whatman) e ressuspensos em 10 mL de tampdo fosfato de sodio (20 mM, pH 7.4).

2.4. Aquisicdo, manutencao e exposi¢ao das células ZFL

As células ZFL (06/10/2004-BCRJ N°: 0256/303) foram adquiridas do banco de células
do Rio de Janeiro (BCRJ, Duque de Caxias, RJ) e cultivadas usando um meio de crescimento
contendo 50% Leibovitz (L-15); 50% RPMI 1640; 0,1% antibi6tico/antimicético (10.000
unidades de penicilina; 10 mg de estreptomicina e 25 pg de anfotericina B mL™) e suplementado
com 10% com SFB, incubadas a 28°C, sem adicdo de CO. O tempo de duplicacdo dessas
celulas é cerca de 72 horas.

Para os experimentos toxicodindmicos, diferentes densidades de células foram aplicadas
de acordo com o tamanho das placas ou frascos (sempre entre 80 e 90% de confluéncia) para
evitar o estresse celular devido a superpopulacdo. Depois de 24 horas de estabilizacdo para
alcancar a adesdo completa, as células foram expostas a GO e rGO (1, 25, 50, 75 ¢ 100 ug mL"
1) por 24 e 72 horas. O controle negativo consistiu em nenhuma exposic¢éo a GO ou rGO (0 pg

mL™). Todos os experimentos foram realizados trés vezes com, pelo menos, trés réplicas cada.
2.5. Avaliacéo da endocitose de GO e rGO pelas células ZFL

Para o ensaio de endocitose, as células foram semeadas (3x10* células por pogo) em
placas de 96 pocos, pretas com fundo transparente, e incubadas a 28°C de um dia para o0 outro
ou até atingir adesdo completa. GO e rGO complexados com BSA-F (1; 10; 25; 50; 75; 100 ug
mL1) foram adicionados as células que foram incubadas por 24 e 72 h. BSA-F foi usado como
um controle. Ao final da exposicéo, as células foram fixadas usando paraformaldeido a 4% (10
min), marcadas com um corante DAPI (4',6-diamidino-2-fenil-indol) (0,7 ng pl*, 10 min), e
lavada duas vezes com tampao fosfato salino (phosphate tampao salino, PBS) entre cada uma

das etapas.

As imagens foram adquiridas em um sistema ImageXpress XLS utilizando lente plana
de fluor 40X/0,60 com filtro FITC (500 ms) para NHS-Fluoresceina e um filtro para DAPI (150

ms). Foram adquiridas 25 imagens para cada réplica. A intensidade da fluorescéncia foi obtida
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utilizando o mdédulo Multi-Wavelength Cell Scoring com aplicacdo de pontuacoes
positivas/negativas para células rotuladas com FITC. Foram utilizados valores de intensidade

integradas para a plotagem de dados.
2.6. Producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A producéo intracelular de ROS foi avaliada de acordo com SOHAEBUDDIN et al.
(2010). As células ZFL foram semeadas em placas pretas de 96 pocos (8x10* células por pogo),
incubadas por 24 horas ou até aderir completamente a superficie da placa, e expostas a GO e
rGO por 24 e 72 horas. Apo0s a exposicdo, o meio foi descartado, e as células foram lavadas
duas vezes com PBS. Na sequéncia, 10 uM H.DCF-DA (2',7'-diacetato de
diclorodihidrofluoresceina) diluido em PBS foi adicionado a cada poco e a placa foi incubada
por 30 min. Depois disso, a solucdo de H.DCF-DA foi removida, e as células foram lavadas
duas vezes com PBS. Entdo, foram adicionados 100 ul de PBS, e as células foram
mecanicamente suspensas com o auxilio de uma micropipeta multicanal. Foram utilizados
"brancos” para descontar a influéncia das nanofolhas. A leitura final da fluorescéncia foi
detectada usando um leitor de microplaca (SpectraMax® M5 Multi-Mode, Molecular Devices,

CA, USA) com excitagdo/emissdo em 494/518 nm.
2.7. Crescimento da populacéo celular, viabilidade e morte

Para quantificar o crescimento populacional celular, viabilidade e morte celular, foram
semeadas aproximadamente 4x10° células por pogo em placas de 24 pogos. A seguir, como
células foram expostas a GO e rGO por 24 e 72 h e lavadas duas vezes com PBS. Como células
foram removidas da placa, marcadas com corante azul de tripano (1:1, v/v) e, contabilizadas
usando um contador automatico (TC20™ Cell Counter, Bio-Rad, EUA). A populacéo total e as
células viaveis foram avaliadas quanto ao crescimento populacional celular, viabilidade e

morte.
2.8. Determinacdo de necrose e apoptose

Aproximadamente 4x10° células por poco foram semeadas em placas de 24 pogos e
expostas a GO e rGO por 24 e 72 h. Apds a exposicao, as células foram lavadas duas vezes com
PBS e marcadas utilizando um kit de deteccao para Apoptose/Necrose com PE Anexina-V (Cat.
no. 559763, BD Biosciences, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante (BD Accuri TM

C6, Becton & Dickson, EUA) e os dados foram reportados em percentual.
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2.9. Anélise Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade das variancias foi verificada utilizando o teste de Bartlett ou teste F. O teste de
multiplas comparagdes “One-way ANOVA” com pds teste de Dunnett, ou Kruskal-Wallis com
pos teste de Dunn, foram aplicados para cada tratamento, incluindo o controle negativo (CN).
O teste T de Student foi aplicado para comparar dois grupos (GO e rGO). Todas as analises
foram feitas usando o software GraphPad Prisma (versdo 7.04) com 95% de intervalo de

confianca e p < 0,05.

3. Resultados
3.1. Caracterizacdo de GO e rGO

O espectro de GO apresentou bandas caracteristicas devido a sua forma oxidada, com
uma forte banda OH alongada em 3410 cm™, alongamento do grupo carboxil (C = O) a 1627
cm*, C-OH banda de deformacéo de grupo em 1267 cm™, e desenho do grupo CO em 1095
cm*. Para rGO, onde grupos carboxilicos sdo removidos, ha uma abrupta diminuicdo das
bandas rGO, mostrando poucos grupos acidos restantes (Figura 14). Por outro lado, a analise
FTIR mostrou adsorcdo de proteina em superficies GO mostrando que na mesma faixa de
espectros proteicos: as bandas esticadas em amida | (1627 cm), bandas em 1544 cm™ foram
designadas para amida Il, e bandas para amida Il (1407 cm™). A quantidade de proteina
adsorvida na superficie GO e rGO esta relacionada com seus grupos carboxilicos (Figura 14);

entdo, no rGO, quase nao houve adsorcéo de proteina.
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Figura 14 - Espectro FTIR de GO, rGO, GO-proteina, rGO-proteina e amostras de proteinas.
O espectro GO apresenta bandas caracteristicas com a banda de alongamento oh a 3410 cm™,
alongamento do grupo carboxil (C = O) a 1627 cm™, banda de deformagéo do grupo C-OH em
1267 cm™, e desenho do grupo CO em 1095 cm™ enquanto rGO ndo apresentou as mesmas
bandas. As bandas de 1627 cm™ em GO-proteina, rGO-proteina e proteina pura correspondem
aamidall, Il e lll.

As medidas ZP e DSL de GO e rGO sdo mostradas na Figura 15. Os valores de carga
superficial das nanofolhas de GO suspensas em meio de cultura em diferentes concentracdes
variaram de -10 a -20 mV, em funcdo do tempo. rGO ¢é mais estavel do que GO e decantou
menos, mantendo algumas particulas em suspensdo (Figura 15A-C). O maior tamanho
hidrodindmico de GO foi 3813,67 nm em 100 ug mL™, apds 72 h de incubag&o, enquanto o

maior tamanho médio de rGO foi de 1569,33 nm nas mesmas condicdes (Figura 15D-E).
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Figura 15 — Potencial zeta e estabilidade de suspensio de 1 (A), 50 (B) e, 100 (C) pg mL* de
GO e rGO suspensos em meio de cultura apos 0, 24, 48 e, 72 h indicando maior estabilidade de
rGO em comparacdo com GO. D e E mostram dispersdo de luz de diametro (DSL) de GO e
rGO suspensas em meio de cultura apds 0, 24 e 72 h, respectivamente. DSL de proteinas no
meio de cultura foi medido como controle.
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3.2. Endocitose de GO e rGO por células ZFL

A fluorescéncia verde foi detectada em células tratadas GO-BSA-F indicando absorcéao
desses complexos pelas células ZFL. As nanofolhas GO-BSA-F foram distribuidas por toda o
citoplasma e préximo ou no nucleo (Figura 16A). As células expostas a apenas BSA-F néo
mostraram fluorescéncia verde (Figura 16A). A absorcdo de GO-BSA-F pelas células ZFL foi
dependente da concentracdo apds exposicao de 24 horas de exposicao (Figura 16A, B), mas a
fluorescéncia diminuiu ap6s a exposicao de 72 h (Figura 16A, C, D). Ao contréario do GO, o

rGO-BSA-F ndo apresentou a mesma intensidade de fluorescéncia.
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Figura 16 A. Imagens das células ZFL fluorescentes apos a incubacdo com 1, 10, 25, 50 e 100
ng mLt de GO-BSA-F por 24 e 72 h mostrando GO-BSA-F (verde) e os nlcleos (azul). Barra
de escala: 25 um. B. Endocitose de GO-BSA-F pelas células ZFL mostrando perfil dependente
da concentracdo ap0os exposicao de 24 horas; C. Endocitose de GO-BSA-F pelas células ZFL
apos exposicdo de 72 h; B e C: Multiplos testes T, ** e **** indicam diferenca significativa
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de BSA-F/DAPI, p < 0,005 e p < 0,0001, respectivamente, ns — sem significancia; D.
Comparacdo da intensidade da fluorescéncia verde entre 24 e 72 h. * Indica diferenca
significativa entre 24 e 72 h.

3.3. Producéo Intracelular de ROS

Os dados sobre a producdo de ROS intracelular apds exposicdo de 24 e 72 horas a 0
(CN), 1, 25, 50, 75 e, 100 pg mL* de GO e rGO s&o mostradas na Figura 17A, B. A producéo
de ROS foi maior em 24 h do que em 72 h, e foi maior ap6s a exposi¢ao ao rGO em comparagao
a GO. Ap6s 24 horas, a produgio de ROS diminuiu nas concentragdes de 50 a 100 ug mL™* de
GO comparando-se com 0 CN. Apo6s 72 h, a producdo de ROS aumentou em células expostas
a 50 e 100 ug mL™, mas os niveis foram mantidos préximos ao CN (Figura 17A). Nas células
tratadas com rGO, apds 24 h, a produg¢ao de ROS aumentou nas concentragdes de 50 a 100 pg
mL?, e depois de 72 h os niveis de producdo de ROS foram menores, mas foram

significativamente maiores que 0 CN em concentragdes de 50 a 100 ug mL™* (Figura 17B).
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Figura 17 Producdo de ROS por células hepéticas de peixe zebra (ZFL) apds exposi¢cdo a 0
(CN), 1, 10, 25, 50 e 100 pg mL™? GO (A) e rGO (B) apds exposicdo de 24 e 72 h. Foram
utilizados os testes Kruskal-Wallis e Dunn, * indica uma diferenca significativa em relacdo ao
controle negativo (0 ug mL™?), p <0,05.
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3.4. Efeitos de GO e rGO na populagdo de células e na viabilidade celular

A populagdo de ZFL ap6s 24 e 72 h de exposicédo a diferentes concentragdes de GO e
rGO € mostrada na Figura 18A-D. Apo6s 24 h de exposicéo, a populacdo do rGO foi superior a
populagio de GO em 25 pg mL™? (p < 0,05, Teste T do Estudante) (Figura 18A). Apds 72 h, a
populacéo celular exposta ao rGO reduziu significativamente nas concentracfes de 1, 25, 75 e
100 pg mL™ (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis e Dunn) quando comparada com o CN (Figura
18B).

Para as células ZFL, espera-se que a populacdo dobre apds 72h, como foi encontrado
para 0 CN (p < 0,05, Teste T de Student) (Figura 18C). As células expostas a GO (1 a 100 ug
mL™Y) por 72h, também dobraram a populacio, exceto em 75 pg mL? (p < 0,05, teste de
Kruskal-Wallis e Dunn) (Figura 18C), mas a populacdo ainda foi maior que a apresentada por
ceélulas expostas a rGO, em todas as concentragdes (p < 0,05, Teste T do Student) (Figura 18B).
Quanto as ceélulas expostas ao rGO por 72h, sua populacdo s6 foi maior do que as células
expostas ao rGO por 24h na concentragdo de 50 ug mL* (p < 0,05, Teste T de Student) (Figura
18D).
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Figural8 ZFL populacéo celular exposta a 0 (controle negativo, CN), 1, 25, 50, 75 e 100 pg
mL?* GO e rGO por 24 e 72 h. A, B. Comparagdo entre os nanomateriais; C, D. Comparagéo
entre os tempos de exposi¢do. * Indica uma diferencga significativa em compara¢do com o

respectivo CN (teste de Kruskal-Wallis e Dunn; p < 0,05), #

GO e rGO ou entre 24 e 72 h (Teste T do Student; p < 0,05).

indica diferenca significativa entre
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A viabilidade celular foi afetada negativamente em células expostas ao GO por 24h nas
concentragdes de 25 a 100 pg mL™? (p < 0,05, ANOVA e Dunnett), em comparagio com o CN.
Além disso, o nimero de células viaveis foi significativamente menor do que a populacéo total
nas concentragdes 25, 75 e 100 pg mL™ (p < 0,05, Teste T de Student) (Figura 19A). As células
expostas ao rGO por 24h também tiveram a viabilidade reduzida nas concentragdes de 25, 50 e
100 ug mL* (p < 0,05, ANOVA e Dunnett), em comparagdo com o CN, e na concentragio 75
ng mL? (p < 0,05, Teste T de Student), comparando-se com a populacéo total (Figura 19B).

A viabilidade das células expostas ao GO por 72h foi significativamente reduzida em
concentragdes de 75 e 100 pg mL™ (p < 0,05, Teste de Kruskal-Wallis e Dunn) em comparagédo
com o CN, e nas concentragdes de 25 a 100 pg mL™? (p < 0,05, Teste T de Student) quando
comparada com sua respectiva populacao total (Figura 19C).

Para exposic¢do ao rGO durante 72h, o numero de células viaveis reduziu em todas as
concentragdes (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis e Dunn) com excecdo de 75 ng mL™?, quando
comparado ao CN. Células expostas ao rGO (100 pg mL™?) também tiveram sua viabilidade

reduzida comparando-se com a populacgéo total (p < 0,05, teste T de Student) (Figura 19D).
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Figura 19 - Células totais e vidveis de figado de peixe zebra (ZFL) ap6s exposi¢do a 0 (controle
negativo, NC), 1, 25, 50, 75, ¢ 100 pg mL™ de GO e rGO por 24 h (A, B) e 72 h (C, D). * indica
uma diferenca significativa de células viaveis de GO e rGO em comparagdo com o respectivo
CN (Kruskal-Wallis e Dunn; p < 0,05), # indica diferenca significativa entre duas amostras de
mesma concentracdo (Teste T do Student; p < 0,05).

A morte celular por necrose foi de cerca de 2-3% e a apoptose foi de cerca de 12-15%
em CN ao longo dos experimentos (24 e 72 h). Ap6s 24 h de exposicdo ao GO, a morte celular
por necrose aumentou para 10-15% em concentragdes iguais e superiores a 25 ug mL™?, sem
apoptose significativa em comparacdo com 0 CN (ANOVA e Dunnett; p < 0,05) (Figura 20A).
As células expostas ao rGO por 24h (1 a 100 ug mL™) apresentaram uma taxa de necrose menor
do que aquelas expostas ao CN; a taxa de apoptose também foi menor do que para o CN nas
concentragdes 25 e 100 ug mL™* (teste de ANOVA e Dunnett; p < 0,05) (Figura 20B). Apds 72

h, a exposicdo ao GO induziu apoptose em concentragdes iguais e superiores a 25 ug mL™, e



47

induziu necrose em todas as concentracgdes testadas (teste de ANOVA e Dunnett; p <0,05). Por
outro lado, os niveis de morte celular foram mantidos apds a exposicéo ao rGO, exceto em 75
ng mLt em que a apoptose celular aumentou (teste de ANOVA e Dunnett; p < 0,05).
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Figura 20 Percentual de morte celular por necrose e apoptose de células hepaticas de
zebrafish (ZFL) expostas a GO e rGO por 24 h (A, B) e 72 h (C, D). ANOVA ou Kruskal-

Wallis de méo unica foram empregados para comparar grupos com NC (0), indicado por
(*). (p < 0,05).

4. Discussao

Devido a intensa aplicacdo de GO e rGO em muitos setores industriais, biomedicina e
bioremediacdo, espera-se um descarte proporcional desses nanomateriais no ambiente aquatico
e sua interacdo com organismos aquaticos, incluindo peixes (GOODWIN et al., 2018). Os
nanomateriais GO e rGO podem ser absorvidos pelos animais, alcancar as células e afetar suas
funcBes. Este estudo, utilizando células ZFL, in vitro, mostrou que a GO e a rGO afetaram a

populacdo celular e que o rGO também afetou o crescimento celular de forma dependente da
concentracdo e do tempo.

A caracterizacdo das nanofolhas de GO e rGO foi realizada por meio da avaliacdo da
estabilidade utilizando medidas das cargas de superficie e imagens, além disso, 0s grupos
funcionais foram confirmados. A adsorcao de proteinas foi maior para as nanofolhas de GO do
que para rGO (analise FTI-R, Figura 14), provavelmente devido aos poucos grupos acidos
presentes em rGO (SHARMA et al., 2016). Por causa disso, o rGO foi mais estavel do que o
GO em meio de cultura, bem como em matéria organica natural, na qual os fons Ca?*
desempenham um papel importante na estabilidade de rGO (CHOWDHURY et al., 2015b).
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As nanofolhas de rGO também podem adsorver proteinas por interacdo hidrofébica,
forca eletrostatica e m1 — m empilhamento (Huang et al., 2019), mas ndo foi encontrado no
presente estudo. De maneira geral, quando nanomateriais adsorvem proteinas, ocorre formacao
de corona na superficie desses nanomateriais, podendo minimizar a aglomeracdo
(SCHAFFLER et al., 2013). Considerando que GO e rGO tem forma de folhas, e ndo de esferas,
a analise de DSL mostrou que as folhas de rGO eram menores que as de GO e permaneceram
menores apds 72 h, o que pode contribuir para a manutencao da suspensao do rGO no meio da

cultura.

A internalizacdo do grafeno e outros nanomateriais nas células € fortemente influenciada
pelo tamanho das particulas e quimica da superficie (SAWOSZ et al., 2015; SRIKANTH et al.,
2018b; YANG et al., 2013). Entéo, espera-se que algumas nanoparticulas entrem nas celulas e
outras permanecam aderidas a membrana celular. Em geral, a internalizagdo pode ocorrer por
endocitose mediada por clatrina, endocitose mediada por caveolina, macropinocitose e
fagocitose (ZHANG et al., 2016). Caracteristicas como tamanho, presenca de bordas afiadas
e/ou superficies asperas influenciam na internalizacéo e deslocamento desses materiais dentro
das células, por exemplo, folhas menores podem se mover por todo o citosol (JAWORSKI et
al., 2019; SASIDHARAN et al., 2011). SASIDHARAN et al., 2011 descobriram que o grafeno
puro se acumula em membranas celulares, enquanto o grafeno hidrofilico funcionalizado de
carboxil foi internalizado. Em nosso estudo, as nanofolhas GO foram internalizadas pelas
células ZFL de forma dependente da concentracdo e identificadas apos 24 e 72 h de exposicéo,
distribuidas principalmente ao longo do citoplasma e, em alguns casos, dentro do nucleo celular.
As nanofolhas de rGO tiveram pouca adsor¢do de BSA-F, provavelmente devido a auséncia de
grupos acidos e, portanto, ndo foram visualizadas no ensaio de internalizacdo (QI et al., 2019).
No entanto, os efeitos do rGO nas células ZFL indicam que o nanomaterial pode ter sido
internalizado ou interagiu com células ZFL. As interacdes hidrofobicas entre a rGO e as células
sdo uma ferramenta estudada por S. DONSKY!I et al., 2019, onde nanofolhas de rGO podem
ser empregadas no combate a patdégenos como virus e bactérias. Por exemplo, aumentar a
hidrofobidade dos acidos nucleicos é uma estratégia comum na entrega eficiente do DNA,

caracteristica com alto potencial de aplicacdo em biomedicina (HUO et al., 2019).

A viabilidade das células ZFL foi afetada negativamente, como foi demonstrado pelo
aumento dos niveis de ROS e das taxas de morte celular apds a exposicao das células a GO e

rGO em concentragdes iguais ou superiores a 50 ug mL™. Muitos estudos tém demonstrado que
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nanomateriais induzem aumento da producdo de ROS, tanto em exposi¢des in vivo, quanto in
vitro (WEN et al., 2020). ROS tem um papel importante na sinalizagéo celular para diversos
processos celulares, e o aumento ou diminui¢do do nivel ROS implica em disfuncéo celular.
Além disso, o equilibrio das concentraces de ROS celular é vital para a funcéo fisiologica
adequada das células (Morrel, 2008). No presente estudo, os niveis de ROS foram mais
elevados em células expostas por 24 h do que aquelas expostas por 72 h a GO e rGO. As células
expostas ao rGO apresentaram niveis muito altos de ROS em concentragdes de 50 a 100 pg mL”
1. Isso pode estar relacionado a interagdo do nanomaterial com as mitocéndrias, que tem um
papel central na regulacdo de varias formas de morte celular, incluindo apoptose e necrose
(VAKIFAHMETOGLU-NORBERG; OUCHIDA; NORBERG, 2017; ZHANG et al., 2016). A
producdo de ROS pode causar alteracGes em proteinas, lipidios e DNA, o que pode levar ao
estresse oxidativo e morte celular. No entanto, apos 72 horas de exposi¢édo ao rGO, a diminuigéo
dos niveis de ROS pode estar relacionada a reducédo da populacéo celular total, que também foi

menor em relacdo a populacao celular exposta ao GO.

O ensaio de exclusdo do corante azul de tripano e o ensaio de citometria de fluxo
forneceram uma visao geral do crescimento populacional e do equilibrio entre divisdo celular e
morte celular apos exposicdo a GO e rGO. A exposi¢cdo a GO e rGO por 24 h nédo alterou a
populacéo celular total em relagdo ao CN; apds 72 h (ciclo celular da ZFL), esperava-se uma
duplicacao da populacéo celular, proporcional a encontrada para o CN. Células expostas ao GO
até 50 ng mL™! ndo apresentaram alteracGes na divisdo celular. No entanto, as concentragGes de
GO iguais e superiores a 75 ng mL™ causaram reducio da populagdo celular total e das células
viaveis. ZFL expostas ao rGO ndo duplicaram; a populacao celular total foi mantida no nivel
de 24 h em todas as concentracfes de rGO. Assim, os resultados indicam que a exposi¢do ao
rGO, mesmo em baixas concentracdes, afetou a replicacdo celular, juntamente com o elevado

nivel de producao de ROS que pode ter desencadeado a morte celular (SALIM et al., 2020).

Ap0s 24h de exposicdo ao GO, a reducdo no numero de células viaveis, em comparagéo
com a populacdo celular total, pode estar relacionada ao dano da membrana celular durante a
internalizacdo, como aponta ZHANG et al., 2016, e a morte celular por necrose. Por outro lado,
ap6s 72h de exposicdo a 25 e a 100 ug mL?, 0 aumento da morte celular por apoptose e necrose
sugeriu a acdo direta de GO nas células, uma vez que cerca de 60% das células mortas
ocorreram por apoptose e 40% por necrose. Inversamente, apds 24h de exposicdo ao rGO, a

morte celular por necrose foi muito baixa, e a taxa de apoptose foi de cerca de 10-15%. Apds
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72 h de exposicdo, a morte celular por necrose foi mantida baixa e apoptose aumentou apenas
na concentracdo de 75 pg mL1. Ainda, é possivel que as células tenham ativado outros
processos, tais como a autofagia, que foi descrita como um dos principais tipos de morte em
células expostas a materiais a base de grafeno (OU et al., 2017).

Nossos achados indicam que rGO foi mais tdxico para as células ZFL, do que GO. Esses
resultados sdo ambientalmente relevantes, especialmente considerando que GO no ambiente
aquatico pode ser reduzido pela exposi¢do a luz solar e degradacéo bacteriana, bem como por
outros agentes redutores, disponiveis no meio ambiente (CHOWDHURY et al., 2015a). Assim,
ainda que o consumo e descarte de GO ou rGO sejam maiores para um ou outro, o rGO pode
estar presente em maior quantidade devido a acdo dos agentes redutores.

Conclusotes

Em conclusdo, nossos resultados demonstraram que as nanofolhas de GO foram
internalizadas pelas células ZFL, interagindo com organelas e possivelmente com o nucleo;
quanto a rGO, suas nanofolhas provavelmente se ligaram as membranas celulares, levando a
alta producdo de ROS. A exposi¢cdo a GO causou altas taxas de morte celular por processos
apoptoticos e necraticos, sendo que a exposicdo a rGO apresentou mecanismos diferentes de
toxicidade. As células expostas ao rGO ndo duplicaram, mas as taxas de morte foram baixas
em comparacdo ao GO, é possivel que o nanomaterial tenha induzido outros tipos de morte
celular que precisam ser investigados. Mesmo assim, os efeitos de GO e rGO na populagéo
celular foram dependentes da concentracédo e do tempo de exposi¢édo, e o rGO foi mais toxico

do que o GO para as células ZFL.
Agradecimentos

Agradeco a Coordenacdo para Aperfeicoamento Pessoal da Educacdo Superior
(CAPES) pela bolsa. Agradeco também a Marcia Regina Cominetti (Professora) e Angelina
Maria Fuzer (Ph.D.) do LABEN (Laboratério de Biologia do Envelhecimento, Universidade

Federal de Sdo Carlos — UFSCar) pelo apoio técnico.

Apoio financeiro: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPq, Proc 306818/2021-5) e Coordenacdo para Aperfeicoamento de Pessoal da Educacédo
Superior (CAPES)



51

Referéncias

BERMEJO-NOGALES, A.; FERNANDEZ-CRUZ, M. L.; NAVAS, J. M. Fish cell lines as a
tool for the ecotoxicity assessment and ranking of engineered nanomaterials. Regulatory
Toxicology and Pharmacology, v. 90, p. 297-307, nov. 2017.

BONOMO, M. M. et al. Biochemical and genotoxic biomarkers and cell cycle assessment in
the zebrafish liver (ZF-L) cell line exposed to the novel metal-insecticide magnesium-hespiridin
complex. Chemosphere, v. 250, p. 126416, 1 jul. 2020.

BONOMO, M. M. et al. Multi-biomarkers approach to access the impact of novel metal-
insecticide based on flavonoid hesperidin on fish. Environmental Pollution, v. 268, p. 115758,
1 jan. 2021.

CALZA, P. et al. Photocatalytic transformation of the antipsychotic drug risperidone in aqueous
media on reduced graphene oxide—TiO, composites. Applied Catalysis B: Environmental,
v. 183, p. 96-106, abr. 2016.

CAVALCANTE, D. G. S. M. et al. Cytotoxic, biochemical and genotoxic effects of biodiesel
produced by different routes on ZFL cell line. Toxicology in Vitro, v. 28, n. 6, p. 1117-1125,
set. 2014.

CHOWDHURY, I. et al. Sunlight affects aggregation and deposition of graphene oxide in the
aquatic environment. Water Research, v. 78, p. 37-46, 1 jul. 2015.

COMPTON, O. C.; NGUYEN, S. T. Graphene oxide, highly reduced graphene oxide, and
graphene: versatile building blocks for carbon-based materials. Small, v. 6, n. 6, p. 711-723,
22 mar. 2010.

DASMAHAPATRA, A. K.; DASARI, T. P. S.;; TCHOUNWOU, P. B. Graphene-based
nanomaterials toxicity in fish. In: DE VOOGT, P. (Ed.). Reviews of Environmental
Contamination and Toxicology Volume 247. Cham: Springer International Publishing, 2018.
v. 247p. 1-58.

DONSKYI, I. S. et al. Functionalized nanographene sheets with high antiviral activity through
synergistic electrostatic and hydrophobic interactions. Nanoscale, v. 11, n. 34, p. 1580415809,
2019.

FALTERMANN, S. et al. Comparative effects of nodularin and microcystin-LR in zebrafish:
1. Uptake by organic anion transporting polypeptide Oatpldl (Slcoldl). Aquatic Toxicology,
v. 171, p. 69-76, fev. 2016.

GADO, Y. et al. Adsorption and removal of tetracycline antibiotics from aqueous solution by
graphene oxide. Journal of Colloid and Interface Science, v. 368, n. 1, p. 540-546, fev. 2012.

GHOSH, C.; ZHOU, Y. L.; COLLODI, P. Derivation and characterization of a zebrafish liver
cell line. Cell Biology and Toxicology, v. 10, n. 3, p. 167-176, jun. 1994.



52

GOODWIN, D. G. et al. Detection and quantification of graphene-family nanomaterials in the
environment. Environmental Science & Technology, v. 52, n. 8, p. 4491-4513, 17 abr. 2018.

HE. Cancer and inflammation studies using zebrafish cells. S.1.: Leiden University, 2010.

HEISTER, E. et al. Triple functionalization of single-walled carbon nanotubes with
doxorubicin, a monoclonal antibody, and a fluorescent marker for targeted cancer therapy.
Carbon, v. 47, n. 9, p. 2152-2160, ago. 20009.

HIDAYAH, N. M. S. et al. Comparison on graphite, graphene oxide and reduced graphene
oxide: Synthesis and characterization. AIP Conference Proceedings, v. 1892, n. 1, p. 150002,
16 out. 2017.

HUO, S. et al. DNA nanotechnology enters cell membranes. Advanced Science, v. 6, n. 10, p.
1900043, 2019.

JAWORSKI, S. et al. Degradation of mitochondria and oxidative stress as the main mechanism
of toxicity of pristine graphene on U87 glioblastoma cells and tumors and HS-5 cells.
International Journal of Molecular Sciences, v. 20, n. 3, p. 650, 2 fev. 20109.

JIANG, L. et al. Facile construction of functionalized GO nanocomposites with enhanced
antibacterial activity. Nanomaterials, v. 9, n. 7, p. 913, 26 jun. 2019.

KHAN, B. et al. Effects of graphene oxide nanomaterial exposures on the marine bivalve,
Crassostrea virginica. Aquatic Toxicology, v. 216, p. 105297, nov. 2019.

LACHNER, D.; OLIVEIRA, L. F.; MARTINEZ, C. B. R. Effects of the water soluble fraction
of gasoline on ZFL cell line: Cytotoxicity, genotoxicity and oxidative stress. Toxicology in
Vitro, v. 30, n. 1, p. 225-230, dez. 2015.

LIU, J. et al. Graphene-based nanomaterials and their potentials in advanced drug delivery and
cancer therapy. Journal of Controlled Release, v. 286, p. 6473, set. 2018a.

LIU, Y. et al. Comparative toxicity of pristine graphene oxide and its carboxyl, imidazole or
polyethylene glycol functionalized products to Daphnia magna: A two generation study.
Environmental Pollution, v. 237, p. 218-227, jun. 2018b.

LUNGU-MITEA, S. Toxicity pathways in zebrafish cell lines: an ecotoxicological
perspective on ”toxicity testing in the 21st century”. Doctoral thesis. Disponivel em:
<https://pub.epsilon.slu.se/18700/>. Acesso em: 16 jun. 2021.

MAGYARY, |. Recent advances and future trends in zebrafish bioassays for aquatic
ecotoxicology. Ecocycles, v. 4, n. 2, p. 12-18, 2018.

MANJUNATHA, B. et al. Pristine graphene induces cardiovascular defects in zebrafish (Danio
rerio) embryogenesis. Environmental Pollution, v. 243, p. 246-254, 1 dez. 2018.



53

MOGHAYEDI, M. et al. Kinetics and mechanism of antibacterial activity and cytotoxicity of
Ag-RGO nanocomposite. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 159, p. 366-374, nov.
2017.

MOROZESK, M. et al. Interactions of oxidized multiwalled carbon nanotube with cadmium
on zebrafish cell line: The influence of two co-exposure protocols on in vitro toxicity tests.
Agquatic Toxicology, v. 200, p. 136-147, 1 jul. 2018.

MOROZESK, M. et al. Effects of multiwalled carbon nanotubes co-exposure with cadmium on
zebrafish cell line: Metal uptake and accumulation, oxidative stress, genotoxicity and cell cycle.
Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 202, p. 110892, out. 2020.

NORDBERG, G. F.; FOWLER, B. A. Risk Assessment. In: Handbook on the Toxicology of
Metals. [s.l.] Elsevier, 2015. p. 461-486.

OU, L. et al. The mechanisms of graphene-based materials-induced programmed cell death: a
review of apoptosis, autophagy, and programmed necrosis. International Journal of
Nanomedicine, v. Volume 12, p. 6633-6646, set. 2017.

PARK, C. S.; YOON, H.; KWON, O. S. Graphene-based nanoelectronic biosensors. Journal
of Industrial and Engineering Chemistry, v. 38, p. 13-22, jun. 2016.

Ql, Y. et al. Aggregation morphology is a key factor determining protein adsorption on
graphene oxide and reduced graphene oxide nanomaterials. Environmental Science: Nano, v.
6, n. 5, p. 1303-1309, 2019.

RAY, S. C. Applications of graphene and graphene-oxide based nanomaterials.
Amsterdam: Elsevier, 2015.

ROZMAN, K. K.; DOULL, J.; HAYES, W. J. Chapter 1 - Dose and time determining, and
other factors influencing, toxicity. In: KRIEGER, R. (Ed.). Hayes’ Handbook of Pesticide
Toxicology (Third Edition). New York: Academic Press, 2010. p. 3-101.

SALIM, E. I. et al. Synthesis, characterization and enhanced apoptotic effect of gemcitabine-
loaded albumin nanoparticles coating with chitosan. Archives of Physiology and
Biochemistry, v. 0, n. 0, p. 1-9, 26 mar. 2020.

SANDOVAL, S. et al. Tuning the nature of nitrogen atoms in N-containing reduced graphene
oxide. Carbon, v. 96, p. 594-602, 1 jan. 2016.

SANTOS, F. A. DOS. Caracterizacdo de grafeno quimicamente esfoliado para aplicacdes
em nanomedicina. Doutorado em Fisica Aplicada—Sao Carlos: Universidade de Sdo Paulo,
31 jan. 2018.

SASIDHARAN, A. et al. Differential nano-bio interactions and toxicity effects of pristine
versus functionalized graphene. Nanoscale, v. 3, n. 6, p. 2461, 2011.



54

SAWOSZ, E. et al. Graphene functionalized with arginine decreases the development of
glioblastoma multiforme tumor in a gene-dependent manner. International Journal of
Molecular Sciences, v. 16, n. 10, p. 25214-25233, 23 out. 2015.

SCHAFFLER, M. et al. Serum protein identification and quantification of the corona of 5, 15
and 80 nm gold nanoparticles. Nanotechnology, v. 24, n. 26, p. 265103, 5 jul. 2013.

SCOTT, J.; MINGHETTI, M. Toxicity testing: in vitro models in ecotoxicology. In: An
Introduction to Interdisciplinary Toxicology. [s.l.] Elsevier, 2020. p. 477-486.

SHARMA, D. et al. Insight into the biosensing of graphene oxide: present and future prospects.
Arabian Journal of Chemistry, v. 9, n. 2, p. 238-261, mar. 2016.

SOHAEBUDDIN, S. K. et al. Nanomaterial cytotoxicity is composition, size, and cell type
dependent. Particle and Fibre Toxicology, v. 7, n. 1, p. 22, 2010.

SOUZA, J. P. et al. Toxicological effects of graphene oxide on adult zebrafish (Danio rerio).
Aquatic Toxicology, v. 186, p. 11-18, maio 2017.

SRIKANTH, K. et al. Graphene oxide induces cytotoxicity and oxidative stress in bluegill
sunfish cells: graphene oxide cytotoxic to blue gill sunfish cells. Journal of Applied
Toxicology, v. 38, n. 4, p. 504-513, abr. 2018.

TAJU, G. et al. In vitro cytotoxic, genotoxic and oxidative stress of cypermethrin on five fish
cell lines. Pesticide Biochemistry and Physiology, v. 113, p. 15-24, jul. 2014.

TAJU, G. et al. Application of fish cell lines for evaluating the chromium induced cytotoxicity,
genotoxicity and oxidative stress. Chemosphere, v. 184, p. 1-12, out. 2017.

TRIGUEIRO, N. S. DE S. et al. Zebrafish as an emerging model system in the global south:
two decades of research in Brazil. Zebrafish, v. 17, n. 6, p. 412-425, 1 dez. 2020.

TUNG, V. C. et al. High-throughput solution processing of large-scale graphene. Nature
Nanotechnology, v. 4, n. 1, p. 25-29, jan. 2009.

VAKIFAHMETOGLU-NORBERG, H.; OUCHIDA, A. T.; NORBERG, E. The role of
mitochondria in metabolism and cell death. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 482, n. 3, p. 426431, jan. 2017.

WEN, T. et al. Nanomaterials and reactive oxygen species (ROS). In: XU, H.; GU, N. (Eds.).
Nanotechnology in Regenerative Medicine and Drug Delivery Therapy. Singapore:
Springer, 2020. p. 361-387.

YANG, K. et al. Behavior and toxicity of graphene and its functionalized derivatives in
biological systems. Small, v. 9, n. 9-10, p. 1492-1503, 27 maio 2013.

ZHANG, B. et al. Interactions of graphene with mammalian cells: molecular mechanisms and
biomedical insights. Advanced Drug Delivery Reviews, Graphene-based materials in
nanomedicine. v. 105, p. 145-162, 1 out. 2016.



55

ZHAO, J. et al. Mechanistic understanding toward the toxicity of graphene-family materials to
freshwater algae. Water Research, v. 111, p. 18-27, mar. 2017.

ZHENG, Q.; KIM, J.-K. Application of graphene-based transparent conductors (TCs). In:
ZHENG, Q.; KIM, J.-K. (Eds.). Graphene for Transparent Conductors: Synthesis,
Properties and Applications. New York, NY: Springer New York, 2015. p. 179-203.



56

Capitulo 2 - Estresse oxidativo e genotoxicidade na linhagem de células hepéticas de zebrafish
- diferengas entre GO e rGO em concentragdes ambientalmente relevantes

Resumo

Neste estudo, foram investigadas a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
suas consequéncias para a atividade metabdlica, defesas antioxidantes, capacidade antioxidante
total (total antioxidant capacity, TAC), estresse oxidativo e integridade do DNA das células
hepéticas de zebrafish (ZFL) ap6s exposicdo a concentragdes ambientalmente relevantes
(0,001, 0,01, 0,1 e 1 ng mL™?) de 6xido de grafeno (GO) e dxido de grafeno reduzido (rGO) em
dois tempos de exposicdo (24 h e 72 h). O rGO ¢ hidrofébico e, portanto, interage facilmente
com as membranas celulares, induzindo a producdo ndo balanceada de ROS ap0s 72 horas de
exposi¢do, nas duas concentragfes mais altas. A alta producéo de ROS levou a uma diminuicéo
da atividade metabdlica e da viabilidade celular em todas as concentracdes testadas. Nas células
expostas ao rGO, as defesas antioxidantes falharam, e a atividade da catalase (CAT) diminuiu
na menor concentracdo apés 24 horas de exposicdo. Ndo houve alteragdo nos niveis da
glutationa S-transferase (GST) e da glutationa (GSH) apds 72 horas, mas as células perderam
sua capacidade antioxidante nas duas concentracdes mais altas. A exposi¢cdo de 24 horas ao
rGO culminou em peroxidacéo lipidica nas trés concentragdes mais elevadas. A exposi¢cdo ao
GO induziu o aumento da atividade da CAT e da GST e as células sustentaram sua TAC e ndo
tiveram peroxidacao lipidica em nenhuma concentracdo ou tempo testados. Tanto GO quanto
rGO causaram quebras nas fitas de DNA apds 24 horas de exposicao, entretanto, apenas o rGO
causou danos no DNA apds 72 horas. A exposicdo ao rGO foi significativamente mais
prejudicial do que a exposicdo a GO para as celulas ZFL, mesmo em concentracGes muito
baixas. Por meio de suas defesas antioxidantes, as células apresentaram alta capacidade de
neutralizar as ROS induzidas pela exposicdo ao GO, prevenindo efeitos genotdxicos e
alteracdes metabolicas, sustentando assim a viabilidade celular. O tempo de exposicao teve
impactos diferentes para os dois nanomateriais, GO causou mais alteracdes em 24 horas,
mostrando recuperacdo ap0s 72 horas. Enquanto as células expostas ao rGO tiveram efeitos

nocivos em ambos os tempos de exposicao.

Palavras-chave: defesas antioxidantes, genotoxicidade, peroxidacdo lipidica, atividade
metabdlica, mitocondrias, estresse oxidativo, espécies reativas de oxigénio, capacidade

antioxidante total.
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Destaques

e GO induziu aumento da producdo de ROS em niveis que o sistema antioxidante das
células ZFL nédo pode neutralizar.

e rGO causou peroxidacdo lipidica, perda da capacidade antioxidante total e dano
genotdxico.

e GO induziu aumento de H>O;, assim ativou a atividade da CAT e da GST, mantendo as
funcdes e a viabilidade celular.

e GO causou danos genotoxicos em 24 horas, mas as celulas danificadas foram reparadas

ou eliminadas ap6s 72 horas.
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1. Introdugéo

Os nanomateriais de carbono como o 6xido de grafeno (GO) e o éxido de grafeno
reduzido (rGO) séo nanofolhas que podem ser t&o grandes quanto 500 nm de tamanho ou mais
e tém uma espessura tdo pequena quanto 1 nm (SZABO; MARONI; SZILAGY|, 2020). Sua
forma e estrutura quimica lhes conferem muitas propriedades magnificas (SHARMA et al.,
2017), mas também podem acarretar problemas ao interagir com organismos biol6gicos
(BATLEY; KIRBY; MCLAUGHLIN, 2013).

GO e rGO sdo amplamente aplicaveis em dispositivos eletrdnicos como no transistor de
efeito de campo (FET); no armazenamento de energia como baterias, capacitores, em células
de combustivel e células solares; em biosensores para deteccdo de doengas e até mesmo na
deteccdo de moléculas biologicamente relevantes; e em aplicacGes biomédicas como a entrega

de medicamentos; e em dispositivos de purificacdo de agua (RAY, 2015).

Além disso, alguns produtos de mercado como revestimentos téxteis, pneus, ferramentas
esportivas, telas flexiveis, baterias e cimentos podem ter cerca de 0,01 a 1% de materiais de
grafeno em sua composicdo. De fato, ja existem mais de 200 produtores de grafeno, um
mercado avaliado em cerca de US $ 1,95 bilhdo em 2018 e com a perspectiva de atingir a marca
de US $ 1,3 trilhdo até 2023 (MARKOVIC et al., 2018).

Devido a essa produ¢do massiva, a entrada de residuos de materiais baseados em grafeno
no ambiente aquatico é inevitavel (ZHAO et al., 2021), o que aumenta sua presenca no ambiente
e as implicacOes dessa presenca. Existem muitas rotas pelas quais GO e rGO podem chegar aos
ambientes aquaticos, seja durante a producdo, transporte ou descarte de produtos de grafeno,
ou mesmo por meio de aplicacdo ambiental direta (por exemplo, fertilizantes e remediacéo) e
em estacOes de tratamento de aguas residuais (MARKOVIC et al., 2018). Assim, torna-se
extremamente importante investigar seus efeitos sobre organismos aquaticos para determinar

em que condicdes pode ser tdxico ou nao.

Sob condicBes controladas, os nanomateriais de carbono podem ser degradados pela luz
UV, reagentes quimicos, bactérias e alguns tipos de células como neutrofilos e células
fagociticas. No entanto, os nanomateriais de carbono estdo entre os materiais sintéticos mais
recalcitrantes (PENG et al., 2020). Por ter alta atracdo por adsorver outras substancias,

incluindo poluentes, os nanomateriais de carbono ndo sdo facilmente degradados em condigdes
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naturais, por isso sao susceptiveis a se espalhar e se acumular na cadeia alimentar (PENG et al.,
2020).

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) tem sido descrita como um dos
efeitos bioldgicos mais frequentes dos nanomateriais (MENDOZA; BROWN, 2019;
PASTRANA et al., 2019). As ROS incluem o anion superdxido (O*), radical hidroxilico
(forma neutra do ion hidréxido, *OH) e peroxido de hidrogénio (H20:) (TRIPATHY;
MOHANTY, 2017). A produgdo excessiva de ROS pode levar ao estresse oxidativo e,
consequentemente, a peroxidacao lipidica e a ruptura da membrana, disfuncdo mitocondrial,

oxidagao de proteinas, danos no DNA e, finalmente, morte celular (LEE et al., 2019).

Alguns estudos mencionam que GO e rGO, puros ou combinados com outros materiais,
tém atividade antioxidante (BAALI et al., 2019; QIU et al., 2014), especialmente rGO,
mitigando os efeitos do estresse oxidativo causado pelo cadmio em células de HEPG2
(AHAMED et al., 2020). No entanto, h4d também vérios estudos que demonstraram estresse
oxidativo causado por GO e/ou rGO em camundongos (DU et al., 2021), peixes (PAITAL et
al., 2019), Daphnia magna (LV et al., 2018), Chlorella pyrenoidosa (WANG et al., 2021) e
varias linhagens de células (SRIKANTH et al., 2018a; STYGAR et al., 2021; ZHANG et al.,
2021).

Esses resultados podem parecer conflitantes, mas ja se sabe que a toxicidade dos
nanomateriais € fortemente influenciada por suas caracteristicas, como composi¢ao quimica,
tamanho de particulas, estrutura cristalina, area de superficie, superficie eletroquimica e,

certamente, por transformacdes fisicas e quimicas no ambiente (MARKOVIC et al., 2018).

Para fornecer informacGes que permitam o uso seguro de GO e rGO, este trabalho
analisou a producdo de ROS, a atividade metabdlica, a ocorréncia de danos no DNA e de
peroxidacdo lipidica, a perda da capacidade antioxidante total e alteracGes na atividade de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Para tanto, foi utilizada a linhagem de células
hepaticas de peixe zebra (ZFL) como modelo experimental e foram realizadas analises em

concentracdes ambientalmente relevantes e dois tempos de exposicao.

2. Materiais e Métodos

2.1. Sintese e Caracterizacio do Oxido de Grafeno e do Oxido de Grafeno Reduzido

O oxido de grafeno (GO) foi sintetizado a partir de grafite expandido (Nacional de
Grafite®, Brasil), utilizando o método de HUMMERS; OFFEMAN, (1958), modificado por
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TUNG et al. (2009). A metodologia detalhada da sintese de GO foi descrita por SOUZA et al.,
(2017). O 6xido de grafeno reduzido (rGO) foi obtido pela diluicdo de GO em agua ultrapura
com adi¢do de hidroxido de aménia (28 - 30%), a solucdo foi dispersada em um banho
ultrassénico (Elmasonic P30H; 37 kHz). O procedimento esta descrito em detalhes no Capitulo
1 desta tese. Foram realizadas medidas de Potential Zeta (zeta potential, ZP), disperséo de luz
dindmica (dynamic light scattering, DLS) (Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments),
Espectrofotometria de Infravermelho com Transformada de Fourier (Fourier Transform
Infrared Spectrophotometry, FTIR) (Thermo Scientific — Nicolet iS50) para caracterizar ambos
0s nanomateriais, também descrito detalhadamente no Capitulo 1. Os espectros de fluorescéncia
de GO e rGO foram realizados no equipamento SpectraMax® M3 Multi-Mode Microplate
Reader. As amostras foram preparadas a uma concentragdo de 100 pg mL™ na agua e lidas de

200 a 800 nm. Os espectros de emissdes foram adquiridos em um comprimento de 350 nm.

2.2. Aquisicao e Cultivo da linhagem ZFL e Design Experimental

As células da linhagem ZFL foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ,
Duque de Caxias, RJ) (06/10/2004-BCRJ No: 0256/303) e cultivadas a 28°C, sem adicao de
CO? em um meio de crescimento contendo 50% Leibovitz L-15; 50% RPMI 1640; 0,1%
antibidtico/antimicatico (10.000 unidades de penicilina; 10 mg de estreptomicina e 25 pg de
anfotericina B mL™ ), suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10%. A viabilidade e a
confluéncia foram monitoradas usando corante azul de tripano e um contador automatico de
células. As subculturas foram feitas trés vezes por semana e os experimentos foram realizados
utilizando-se os repiques de numero 18 a 30. Foram utilizadas diferentes densidades de
semeadura de acordo com a area das placas ou frascos para evitar o estresse células devido ao
excesso de populacdo (maximo de 90% de confluéncia). Apos GO e rGO serem aplicados nas
concentragdes 0,001, 0,01, 0,1 e 1 ug mL™, a exposicdo ocorreu em 2 tempos: 24 e 72 horas.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, com ao menos trés réplicas.

2.3. Ensaio de reducao de resazurina

A citotoxicidade de GO e rGO foi avaliada pela realizacdo do ensaio de reducdo de
resazurina, que mede a atividade metabdlica das células. O corante resazurina € azul e fica rosa
quando reduzido. As leituras podem ser colorimétricas (570 e 600 nm ou 540 e 630 nm) e/ou
fluorométricas (comprimento de onda de excitacdo a 530-560 nm e comprimento de onda de

emisséo a 590 nm) (RAMPERSAD, 2012). Como os espectros de GO mostraram que ele tem
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sua propria fluorescéncia e poderia interferir com os resultados do ensaio de reducdo da

resazurina, medimos a absorbancia em 570nm, em vez de medir a fluorescéncia.

Foram semeadas cerca de 8x10* células por pogo, em placas de 96 pogos. Apds aderirem
completamente na placa, as células foram expostas a GO e rGO por 24 e 72 horas. Ao final da
exposicdo, o meio de cultivo contendo os nanomateriais foi removido, e as células foram
lavadas duas vezes com tampdo fosfato salino (phosphate buffer saline, PBS). Em seguida, o
corante resazurina foi adicionado (82 pg mL™, em meio de cultura), a placa foi incubada por 3
horas e, em seguida, a absorbancia foi medida em 570nm utilizando um leitor de microplaca
(SpectraMax® M5 Multi-Mode, Molecular Devices, CA, USA).

2.4. Geracao de Espécies de Oxigénio

As células ZFL foram semeadas em placas pretas de 96 pogos, incubadas por 24 horas
para aderir e depois expostas a GO e rGO por 24 e 72 horas. A geracdo de espécies de oxigénio
foi medida de acordo com Sohaebuddin et al. (2010). Apds a exposi¢do, o meio foi descartado,
e as celulas foram lavadas duas vezes com PBS. Em seguida, uma solucdo de H.DCF-DA em
PBS foi adicionada aos po¢os em uma concentragdo final de 10 uM ¢ a placa foi novamente
incubada, por 30 minutos. Depois disso, a solucdo contendo H.DCF-DA foi removida, e as
células foram lavadas duas vezes com PBS. Em seguida, o PBS foi cuidadosamente removido
¢ 100 pul de um novo PBS foi adicionado e as células foram rompidas utilizando uma
micropipeta multicanal. A leitura do ponto final foi detectada (ex: 494 nm; em: 518 nm) usando
um leitor de microplacas (SpectraMax® M5 Multi-Mode, Molecular Devices, CA, USA). Os
brancos contendo apenas 0s nanomateriais foram usados para descontar a influéncia da

fluorescéncia natural de GO.

2.5. Defesas antioxidantes e estresse oxidativo

Aproximadamente 1,8x107 células foram semeadas em trés frascos de 75 cm?, incubadas
por 24 horas para aderir e, em seguida, expostas a GO e rGO por 24 e 72 horas. Apés a
exposicdo, as células foram lavadas duas vezes com PBS e tripsinizadas. Apds neutralizar a
tripsina com SFB, as células foram centrifugadas (125 g, temperatura ambiente, 5 min), o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em PBS, centrifugadas
novamente descartando o sobrenadante. Em seguida, as células foram transferidas para
criotubos, ressuspendidas em PBS contendo fluoreto de fenilmetilsulfonil (1mM), e congelado

em nitrogénio liquido onde foram mantidas até a analise. Antes da analise bioquimica, as células
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foram submetidas a um disruptor de células ultrassénico por 3 vezes durante 5 minutos, com
pausas de 3 minutos no gelo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (10 min a 10.640 g,
4 °C) e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C até que as analises bioquimicas
fossem realizadas. Para as andlises bioquimicas, foram utilizados 5 a 20ul de amostra em cada
ensaio. Para determinar a concentracdo proteica das amostras, 0 método de BRADFORD (1976)
foi aplicado utilizando albumina de soro bovino como padréo, com leituras da absorbancia a
595 nm. A atividade da catalase (CAT) foi medida conforme descrito por BEUTLER (1975); a
atividade da glutationa S-transferase (GST) foi avaliada de acordo com o método descrito pelo
HABIG; PABST; JAKOBY (1974). A glutationa reduzida (GSH) foi quantificada de acordo
com WILHELM FILHO et al. (2005). O hidroperoxido lipidico (LPO) foi quantificado usando
0 método FOX de acordo com JIANG; WOOLLARD; WOLFF (1991). A TAC avaliada de
acordo com Amado et al. (2009). Todas as analises foram adaptadas para um leitor de
microplacas (SpectraMax M5, Molecular Devices, CA, USA).

2.6. Avaliacao de genotoxicidade

A genotoxicidade foi avaliada utilizando o ensaio do cometa (Singh et al., 1988). As
células foram semeadas em frascos de 25 cm? , incubadas até aderir e em seguida foram
expostas a0 GO e rGO por 24h e 72h. Apds a exposicdo, a suspensdo de células foi
homogeneizada com gel de agarose de baixo ponto de fusdo e aplicada em laminas de vidro
gelatinizadas. As laminas contendo as células foram incubadas em solucdo de lise
(etilenodiamino tetra-acético, EDTA 100 mM; cloreto de sodio 2,5 M, base Trizma 10 mM, 1%
Triton X-100, 20% dimetilsulféxido, DMSO; pH 10) por 1 hora. Apds a incubacéo, foi realizada
uma eletroforese a 25 V e 300 mA por 20 min, no escuro. No final da eletroforese, as laminas
foram lavadas com agua deionizada a 4° C por trés vezes de 5 min, fixadas com etanol absoluto
e secas a temperatura ambiente. Cada experimento produziu duas ldminas, totalizando 6 laminas
por tratamento. As laminas foram coradas com 20 pl de solugdo Gel Red (15 pL Gel Red
10.000X em 5 mL 1M NaCl e 45 mL de agua deionizada) e 20 vinte campos aleatérios foram
fotografados, as imagens foram capturadas utilizando um microscopio Olympus BX-61
(Olympus, PA, EUA) com ampliacdo de 200x, filtro de excitacdo de 515-560 nm e filtro de
barreira de 590 nm. Os danos de DNA foram medidos utilizando o software Open Comet
(versdo 1.3); a migracdo de fragmentos de DNA (DNA da cauda) foi dada como uma

porcentagem do DNA total.

2.7. Estatistica
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Os dados foram testados para distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e
homoscedasticidade de variancias (teste de Bartlet). Dados paramétricos foram analisados
aplicando ANOVA bidirecional seguido do teste de comparacdo mdultipla de Tukey (p < 0,05).
Dados ndo paramétricos foram analisados aplicando o teste kruskal-wallis seguido pelo teste de
comparacao multipla de Dunn (p < 0,05).

3. Resultados
3.1. Sintese e Caracterizacdo do Oxido de Grafeno e Oxido de Grafeno Reduzido

As amostras de GO apresentaram morfologia tipica de nanofolha e grupos epoxi,
hidroxil e carboxil, enquanto o rGO apresentou poucos grupos acidos remanescentes. A analise
FTIR mostrou que houve alta adsor¢éo de proteinas nas superficies de GO, mas pouca adsor¢éo
na superficie de rGO. As medidas de ZP e DSL de GO e rGO suspensas em meio de cultura
variaram de -10 a -20 mV; O tamanho hidrodindmico de GO foi superior ao do rGO, como

descrito no capitulo 1.

Os espectros de absorcéo e emissao de GO e rGO obtidos a partir de suas dispersdes na
agua sdo mostrados nas Figuras 21 A e B. GO tem um pico de 230 nm e um ombro entre 290-
310 nm, enquanto o rGO tem um pico Unico de 250 nm (Figura 21A). A Figura 21B mostra a

emissdo de GO e rGO na dgua com excitacao a 350 nm.
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Figura21 - Espectros de absorbancia (A) e emissdo (B) de GO e rGO (100 pg mL™*) em agua;
exc. 350 nm.

3.2. Ensaio de reducéo de resazurina
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A atividade metabdlica e, consequentemente, a viabilidade celular avaliada pela reducéao
do corante de resazurina foram mostradas nas figuras 22 A e B. A exposi¢do a GO e rGO por
24h ndo apresentou alteracbes em comparacdo ao CN ou entre os tratamentos. Apos 72h de
exposi¢do ao rGO, a atividade metabdlica das células diminuiu em todas as concentracdes,
comparando-se com 0 CN (p < 0,001). A exposicdo por 72h foi mais prejudicial do que a

exposi¢do por 24h e rGO (0,001, 0,1 e 1 ug mL1) foi claramente mais prejudicial para as células
do que GO (#) (p <0,01).
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Figura22 - Atividade metabolica das células ZFL apds 24h (A) e 72h (B) expostas a GO e rGO.
O CN consiste em células expostas apenas ao meio de cultura completo. Comparacdes entre o
CN e os tratamentos, mesma substancia e tempo (*); diferencas entre substancias, mesmas
concentragdes e tempo (#), os valores sdo médios * o desvio padrdo. Os dados foram testados
aplicando-se o teste ANOVA de duas vias e Tukey.

3.3. Geracao de Espécies de Oxigénio

A exposicdo ao GO por 24h e 72h ndo causou alteracBes na geracdo de ROS,
comparando-se com o0 CN (Figura 23). Para as células expostas ao rGO a uma concentracdo de
0,001 pug mL™ por 24h, a geragdo de ROS foi menor do que para as células do CN (p < 0,01).
Apobs 72h de exposicdo a 0,1 e 1 pg mL* de rGO, houve aumento significativo na geragdo de
ROS (p < 0,01). Para as celulas expostas ao GO, a geracdo de ROS foi menor ap6s 72h de
exposicdo do que para o tempo de 24h (CN, 0,1 e 1 ug mL™) (p < 0,0001); O CN negativo de
rGO também teve menor geracdo de ROS apds 72h do que em 24h (p < 0,0001), mas as células

expostas ao rGO produziram mais ROS do que as expostas a0 GO em 0,1 e 1 ug mL? (p <
0,0001).
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Figura23 - Geracdo de ROS apds exposicdo a GO e rGO por 24h (A) e 72h (A). Comparagdes
entre 0 CN e os tratamentos, mesma substancia e tempo (*); diferencas entre as substancias,
nas mesmas concentracgdes e tempo (#), os valores sdo media * o desvio padrdo. Os dados foram
testados aplicando-se o teste ANOVA de duas vias e Tukey.

3.4. Defesas antioxidantes e estresse oxidativo

A atividade da CAT foi aumentada nas células expostas a GO por 24h, nas
concentragdes 0,001 e 1 ug mL™ (Fig. 24A) e apds 72h nas concentragdes 0,001 ug mL™* (Fig.
24B). Para as celulas expostas ao rGO por 24h, a atividade da CAT foi inibida na concentragéo
0,001 pg mL* (Fig. 24A) e a exposicdo por 72h ndo causou alteracdes na atividade da CAT
(Fig. 24B) (teste de Kruskal-Wallis e Dunn).

A atividade da GST foi aumentada apés exposicdo a 1 ug mL* de GO por 24h e ndo
mudou apds exposicdo ao rGO no mesmo tempo. A exposi¢do a ambos 0s materiais por 72h
ndo causou alteracdes na atividade da GST (Fig. 24, C e D) (ANOVA de duas vias e Tukey).

A atividade da GSH ndo foi afetada pela exposicdo a GO e rGO em qualquer
concentracdo ou tempo (Fig. 24, E e F) (ANOVA de duas vias e Tukey).
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Figura24 — Antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos de células ZFL expostas a GO e rGO
a0,001; 0,01; 0,1 e 1 pg mL™ por 24h e 72h. A atividade da CAT € mostrada nas figuras 4 A e
B, foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis e Dunn, os valores sdo a mediana mais o
interquartil. A analise da atividade da GST (Fig. 4 C e D) e dos niveis de GSH (Fig. 4E e F)
foi feita utilizando-se o teste ANOVA de duas vias e Tukey, os valores sdo média + o desvio
padrdo. Comparacfes entre 0 CN e os tratamentos, mesma substancia e tempo (letras
mailsculas e minusculas) e entre as substancias, nas mesmas concentracdes e tempo (#).

As células expostas ao rGO por 24h (0,01 a 1 pg mL™) apresentaram peroxidagdo
lipidica (Fig. 25A), mas diminuiram significativamente em 1 ug mL™* apds 72h de exposicéo
(Fig. 25B). GO néo causou peroxidacao lipidica em nenhuma concentracdo ou tempo (Fig. 25
A, B).

A capacidade antioxidante total ndo foi afetada pela exposicdo a GO e rGO por 24h,
apesar de haver diferenca entre GO e rGO na concentragdo 1 pg mL™ (Fig 25C). A exposicio
ao rGO por 72h, causou reducdo da TAC nas concentracdes 0,01 e 1 ug mL™, comparando-se
ao CN (Fig. 25D). A exposicdo ao GO por 72h ndo causou alteracbes da TAC das células ZFL
(Fig. 25D).
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Figura25 - Peroxidacéo lipidica e capacidade antioxidante total medida apos 24h e 72h de
exposi¢do a GO e rGO (0,001; 0,01; 0,1 e 1 pg mL™1). A analise estatistica foi feita utilizando-
se os testes de Kruskal-Wallis e Dunn, os valores sao a mediana e o interquartil. Comparac6es
entre 0 CN e os tratamentos, mesma substancia e tempo (letras maiusculas e mindsculas) e entre
as substancias, nas mesmas concentragdes e tempo (*).

3.5. Avaliacdo de genotoxicidade

O ensaio do cometa na versdo alcalina foi usado para detectar quebras nas fitas de DNA
das células ZFL ap0s 24h e 72h de exposicdo a GO e rGO nas concentragdes 0,001; 0,01; 0,1 e
1 ug mLL. A figura 26 classifica os danos de DNA em cinco escores, sendo o escore 0 (nenhuma
fragmentacdo), escore 1 (até 25% de fragmentacdo do DNA), escore 2 (entre 25 e 50%), escore
3 (entre 50 e 75%) e escore 4 (acima de 75% de fragmentacdo do DNA).

Apbs 24h de exposicdo, GO (0,01, 0,1 e 1 pug mL?) causou danos genotoxicos
significativos, e nestas concentracbes o escore 1 foi predominante (82%, 68% e 70%,
respectivamente). O escore 2 foi de 7 a 13%, o escore 3 foi de 2 a 7% e o0 escore 4 foi de 5 a

14% (Fig. 26A). N&o houve dano significativo apos exposicdo ao GO por 72h (Fig. 26C).

Os escores apresentados pelas células expostas ao rGO por 24h foram os seguintes:

0,001 pg mL* (escore 0 — 1%, escore 1 —50%, escore 2 — 21%, escore 3 — 7% e escore — 2 2%)),
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para 0,01 pg mL™ (escore — 3%, escore 1 — 85%, escore 1 — 9%, escore 3 — 1% e escore 4 —

1%), para 1 ug mL™ (escore 0 — 3%, escore 1 — 93%, escore 2 — 2%, escore 3 — 1% e escore 4
—1%) (Fig. 26B).

Ap6s 72h de exposicdo ao rGO, as células apresentaram os seguintes escores: 0,001 pg
mL? (escore 0 — 3%, escore 1 —81%, escore 2 — 11%, escore 3 — 1% e escore 4 — 4%) e para 1
ng mL? (pontuagdo 0 — 5%, pontuagdo 1 — 73%, pontuagdo 2 — 11%, pontuagdo 3 — 2% e
pontuacdo 4 — 9%) (Fig. 26D).
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Figura 26 - Escores de fragmentacdo das fitas de DNA ap0s exposi¢cdo a GO e rGO por 24h e
72h. Os valores sdo percentuais dos escores 0 (nenhuma fragmentacdo), escore 1 (até 25%),
escore 2 (entre 25 e 50%), escore 3 (entre 50 e 75%) e escore 4 (fragmentacdo acima de 75%).

4. Discussao

GO é um material 2D no qual os atomos de carbono estdo estruturados em rede
hexagonal, seus grupos carboxil, hidroxil, carbonil e epdxi tornam GO extremamente
dispersivel e estdvel em solugdes de agua e outros solventes organicos, tornando-o muito util
para aplicaces biomédicas (DREYER et al., 2010; SHARMA et al., 2017; ZHAO et al., 2021).

A reducgdo de GO (remogéo dos grupos de oxigénio) é uma rota comum para a preparagao do
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grafeno puro, esse procedimento acarreta 0 aumento da condutividade elétrica e altera outras
propriedades do material, por exemplo a sua estabilidade e dispersdo na agua (DREYER et al.,
2010; RAY, 2015; YUSOFF, 2015). Essas caracteristicas fisico-quimicas influenciam
fortemente a toxicidade desses materiais (MARKOVIC et al., 2018).

Nossos resultados anteriores mostraram que GO apresentou grupos tipicos de epoxi,
hidroxil e carboxil e sua reducéo foi bem-sucedida, deixando poucos grupos acidos no rGO.
Embora, o empilhamento n-n ¢ interagdes hidrofobicas sejam mecanismos conhecidos por
facilitarem a ligacdo entre rGO e proteinas (QI et al., 2019), a analise de FTIR mostrou que a
GO adsorveu mais proteinas do que rGO, ambos os materiais apresentaram tamanho
hidrodindmico aumentado e alteracdo do potencial zeta e da estabilidade, sendo que GO
apresentou diametro maior que rGO (dados ja descritos em detalhe no Capitulo 1). WEI et al.
(2015) investigaram a interacdo de GO e rGO com proteinas séricas e 0s impactos da adsorcao
de proteinas em suas propriedades fisico-quimicas, eles descobriram que GO e rGO tém
seletividade diferente em relacdo as proteinas e que a interacdo com elas pode causar alteragdes
no tamanho, potencial zeta e morfologia. Da mesma forma, YANG et al. (2021) investigaram
a endocitose e a citotoxicidade de GO sobre a linhagem celular A549 em diferentes
concentragdes de SFB. Eles descobriram que a formacao de corona proteica reduziu a afinidade
de ligacao entre as nanofolhas de GO e as membranas das células por meio de repulsao estérica,
consequentemente inibindo a endocitose e reduzindo a toxicidade de GO; corroborando 0s
achados de DUAN et al. (2015).

Quanto aos espectros de absorcdo e emissao de dispersdes de GO e rGO na agua, 0S
principais picos na absor¢do de GO e rGO estdo relacionados com as transi¢cdes m - n* das
ligacBes C = C. Enquanto o ombro encontrado apenas no GO esta relacionado com a transicao
n - ©* devido a presenga do grupo epoxi (C-O-C) e perdxidos (C-O-0O-C) na superficie de GO
(SAXENA et al., 2011). Além disso, rGO apresentou uma mudanca para a faixa do vermelho
no pico principal e maior espalhamento na regido visivel. 1sso se deve a mudanca na cor da
amostra, do marrom claro de GO para o preto de rGO, associado a formacdo de aglomerados
na agua, além de uma maior restauracdo parcial da conjugacdo do sistema eletrénico, rede p,
dentro das folhas de grafeno apés reducdo do GO (HAGHIGHI; AMOUZADEH TABRIZI,
2013). rGO ndo apresentou espectro de emissdes devido a sua agregacdo na agua, causando
uma supressao de fluorescéncia. Enquanto GO, que que é hidrofilico, tem uma emissdo no

vermelho perto de 600 nm. Isso porque a estrutura de GO possui carbonos de hibridizagdo em
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sp2 e sp3 devido a oxidacdo, e esses carbonos em sp3 distorcem a estrutura do grafeno e
introduzem defeitos causando desordem no sistema. Esses estados induzidos por desordem tém
menos energia do que a diferenca de n-n* (derivada do grafeno puro) € uma ampla distribui¢ao
de energia e sdo responsaveis pelo grande pico na faixa do vermelho (MEI et al., 2019). As
informacdes sobre o espectro de absor¢éo e emisséo devem ser consideradas ao realizar ensaios
colorimétricos/fluorométricos, a fim de selecionar os melhores ensaios e metodologias a serem

utilizados.

O estresse oxidativo é o principal mecanismo de toxicidade dos nanomateriais e afeta
plantas e animais (MENDOZA; BROWN, 2019; PASTRANA et al., 2019). Comega com a
formacdo de ROS, que pode ser tanto benéfica quanto prejudicial, depende de onde, quando e
quanto ROS é gerado (TRIPATHY; MOHANTY, 2017). Individuos como plantas e animais
tém defesas antioxidantes que neutralizam as ROS para evitar o0 estresse oxidativo
(HOSEINIFAR et al., 2021; TRIPATIA; MOHANTY, 2017; XIE et al., 2019). No entanto, se
as defesas antioxidantes ndo funcionarem, o excesso de ROS pode alterar a estrutura das
membranas celulares, suas organelas e até mesmo de proteinas e DNA (TRIPATHY;
MOHANTY, 2017). Em humanos, o estresse oxidativo esta relacionado a doengas como cancer,
aterosclerose, sindrome da fadiga cronica, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e outras
(TRIPATHY; MOHANTY, 2017).

Anteriormente, avaliamos a geracdo de ROS ap0s exposicao a altas concentracdes (1 a
100 ng mL?1) de GO e rGO ap6s 24 e 72 horas, também utilizando células da linhagem ZFL.
Descobrimos que o rGO causou mais ROS do que GO na concentragdes 50, 75 e 100 pg mL™,
especialmente apos 24h de exposicdo (Capitulo 1). No capitulo 2, também investigamos a
geracdo de ROS, mas desta vez em concentracBes muito baixas. Os resultados mostraram a
exposicdo ao rGO induziu a producdo de ROS somente apOs 72h, nas duas maiores
concentracgdes testadas e causou mais ROS do que GO. Por ser hidrofébico, rGO tem afinidade
com a membrana das células, o que facilita sua endocitose (HUO et al., 2019; QI et al., 2019),
suas bordas afiadas causam danos mecanicos as membranas e induzem a producdo de ROS
iniciando a cascata que pode levar ao estresse oxidativo (GURUNATHAN et al., 2013;
SENGUPTA et al., 2019).

De acordo com MENDOZA; BROWN (2019), nanomateriais em concentrag¢des baixas
ou ndo citotoxicas, podem levar a alteracBes no estado redox intracelular, o que poderia

impactar a sinalizacdo redox e a funcdo celular. As ROS estdo envolvidas na regulacéo de vérias
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proteinas e na proliferacdo celular, estresse oxidativo mitocondrial, apoptose e danos de DNA
(TRIPATHY; MOHANTY, 2017). Entdo, como primeiro passo para verificar este ponto,
comecamos a investigar a atividade metabdlica das células ZFL. Usamos o corante de
resazurina, que pode ser reduzido por NADPH, FADH, FMNH, NADH, bem como por
citocromos, redutases mitocondriais e outras enzimas como diaforases (dihidrolipoamina
desidrogenase), NAD(P)H: oxidoredutase quinona e redutase flavina situadas no citoplasma e
na mitocondria (RAMPERSAD, 2012).

A exposi¢do ao GO ndo causou alteracdes na atividade metabolica das células, em
nenhum dos tempos testados; rGO também ndo causou alteracBes em 24 horas. No entanto,
ap6s 72 horas de exposicdo ao rGO, a atividade metabdlica das células ZFL diminuiu
significativamente em todas as concentragdes (0,001; 0,01; 0,1 e 1 pg mL™*), comparando-se
com o CN e comparando com as células expostas ao GO (0,001; 0,1 e 1 ug mL™). A diminuigio
da atividade metabolica influencia diretamente na viabilidade das células e pode acarretar a
diminuicao da populacao celular por morte celular programada (Ou et al., 2017). A razéo para
essa diminuicdo na atividade metabdlica das células pode ser devida a danos mecanicos
causados pela interacdo das membranas com as bordas afiadas do rGO (DZIEWIECKA et al.,
2018; SENGUPTA et al., 2019). As ROS também podem causar perturbacdo do potencial da
membrana mitocondrial e, consequentemente, induzir a producdo de mais ROS (JAWORSKI
etal., 2019).

As mitocondrias desempenham um papel fundamental ndo apenas no metabolismo
energético (VAKIFAHMETOGLU-NORBERG; OUCHIDA; NORBERG, 2017), mas também
no equilibrio celular redox, na regulacao de vias biosintéticas e atuam como amplificadoras de
danos celulares (ZHANG et al., 2016). Adicionalmente, desempenham um papel central na
regulacdo de varias formas de morte celular, incluindo apoptose e necrose. A interrupcdo das
funcBes metabdlicas compromete a sinalizagcdo mitocondrial e, consequentemente, compromete
processos de desenvolvimento e homeostase tecidual (VAKIFAHMETOGLU-NORBERG;
OUCHIDA; NORBERG, 2017; ZHANG et al., 2016). Além disso, os transtornos da
homeostase sdo um dos varios efeitos da ROS, como alteracGes em antioxidantes enzimaticos
e ndo enzimaticos (FLASZ et al., 2020). No presente estudo, investigamos a atividade da
enzima antioxidante catalase (CAT), do antioxidante ndo enzimatico glutationa reduzida (GSH)
e da enzima de desintoxicacdo glutationa S-transferase (GST), também avaliamos a capacidade

antioxidante total (TAC) e a ocorréncia de peroxidacao lipidica (LPO). A atividade da CAT foi
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aumentada pela exposi¢do a GO (0,001 e 1 pg mL™Y) apds 24 horas e (0,001 e 0,01 pg mL™)
apds 72 horas. Ao contrario, rGO inibiu a atividade da CAT na concentragdo 0,001 pg mL?, no
tempo 24 horas.

A CAT responde rapidamente e neutraliza cerca de 50% das moléculas de H>O:
(SEPASI TEHRANI; MOOSAVI-MOVAHEDI, 2018). Os maiores niveis de CAT em
camundongos transgénicos de laboratério foram relatados em mitocondrias, que também é o
principal local de producdo de perdxido de hidrogénio. No entanto, a CAT exerce seu efeito em
altos niveis, enquanto as concentracdes mais baixas de H.O» ativam outros doadores de
hidrogénio, como alcoois, fendis, horménios, metais pesados e nitrito, que atuam como segunda
molécula e sdo oxidados (SEPASI TEERANI; MOOSAVI-MOVAHEDI, 2018). Considerando
a atividade metabolica normal das células ZFL expostas a GO, é possivel supor que a exposicdo

causou alta produgéo de H>O5, induzindo a atividade da CAT.

Comparando-se com o CN, GO também induziu um aumento da atividade da GST na
concentragdo 1 pg mL™, no tempo 24 horas. No entanto, ap6s 72 horas de exposicao, a atividade
da GST foi normal. A exposicdo ao rGO ndo causou nenhuma alteracdo na atividade da GST,
em qualquer concentracdo ou tempo. Em relagédo ao sistema antioxidante, a GST complementa
a acdo da glutationa peroxidase (GPx) reduzindo os hidroperdxidos, protegendo assim a célula
contra a peroxidacdo lipidica (SHARMA et al., 2004). Além disso, a isoenzima GST
desempenha um papel fundamental no mecanismo de desintoxicacdo, promovendo a
conjugacdo da GSH aos xenobioticos (VENTURINI et al., 2019). Além disso, a GST tem
funcbes peroxidaticas que contribuem para o acimulo de glutationa oxidada (GSSG) em
condicdes de estresse (RAHANTANIAINA et al., 2017).

Os niveis de GSH ndo aumentaram, nem diminuiram ap0s a exposi¢édo ao GO e rGO,
em nenhuma concentracdo ou tempo. Os niveis normais de GSH néo significam que ela nédo
estava atuando, considerando que a atividade da GST depende da concentracdo de GSH para
excrecdo de moléculas nocivas. Além disso, os niveis de CAT também indicam uma alta
concentragdo de H>O», outra molécula oxidante na qual a GSH participa da reducéo e
transformacdo em outros compostos (GUVEN; SOYDAN, 2021; RAHANTANIAINA et al.,
2017). A acdo da CAT e da GST nas células ZFL expostas ao GO mostrou que o hanomaterial
induziu a producéo de H20,, que foi controlada, evitando o estresse oxidativo, uma vez que ndo

houve peroxidacdo lipidica, e a capacidade antioxidante total permaneceu normal.
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A LPO é um marcador para estresse oxidativo (ITO; SONO; ITO, 2019) ea TAC estima
a capacidade antioxidante da célula (TAENE et al., 2020). Uma vez que as céelulas expostas ao
rGO ndo apresentaram atividade antioxidante aumentada por CAT, GST ou GSH, mesmo diante
dos altos niveis de ROS observados, esperava-se que houvesse peroxidacao lipidica, o que
ocorreu nas concentragdes 0,01; 0,1 e 1 pg mL™, no tempo 24 horas. A TAC também foi afetada
em 0,01 e 1 ug mL? de rGO, comprometendo a estrutura celular, a funcdo e a viabilidade,

provavelmente levando a morte celular.

A geracdo de ROS pode levar a vérios efeitos nocivos, incluindo danos ao DNA (LEE
etal., 2019; TRIPATIA; MOHANTY, 2017), nosso passo final foi avaliar a genotoxicidade de
GO e rGO, realizando o ensaio do cometa. As quebras das fitas de DNA ocorreram
principalmente ap0os 24 horas de exposicao, tanto para as células expostas ao GO (0,01;0,1e 1
ng mL™?) quanto para células expostas ao rGO (0,001; 0,01 e 0,1 ug mL™?). No entanto, o rGO
(0,001 e 1 ng mL1) também causou danos no DNA em 72 horas. Categorizamos a fragmentacéo
do DNA em 5 escores, sendo 0 igual a nenhum dano e 4 igual a mais de 75% do DNA
danificado. GO causou mais danos de escore 2, 3 e 4 nas concentra¢cdes mais altas, enquanto o
rGO causou fragmentacdo do DNA desde as concentracBes mais baixas. Apos 72 horas de

exposi¢do, a maior concentracdo de rGO causou 0 maior dano.

Sabe-se que a formacao de aglomerados por nanomateriais interfere nos resultados dos
bioensaios, aumentando ou diminuindo a toxicidade desses materiais (LOWRY et al., 2012).
GO foi maior que 0 rGO em diametro hidrodindmico e menos disperso apds suspensdo no meio
de cultura com SFB, mesmo assim, em nossos estudos anteriores observamos GO interagindo
com o0 nucleo de algumas células (Capitulo 1). Embora GO ndo tenha causado estresse
oxidativo, ha evidéncias de alta producéo de H.0O, que pode ter contribuido para causar 0s
danos no DNA. Atribuimos a fragmentacdo do DNA causada pela exposicao ao rGO aos altos
niveis de ROS e a ineficiéncia do sistema antioxidante em combater essas moléculas toxicas,

além de possiveis danos mecanicos causados pela interacdo do rGO com 0 DNA.

Para prevenir mutacfes de DNA, existem varias vias de reparacdo de DNA, esses pontos
de verificacdo ocorrem antes da divisao celular, impedindo a progressao da fase G1 para S e da
fase G2 para M, além de um ponto de verificacdo de fase intra-S que regula a progressao do
garfo ou o disparo de origem. Se 0 mecanismo de reparo falhar, a apoptose e/ou autofagia é
iniciada para evitar a proliferacao de células danificadas (CROESSMANN et al., 2015; JEGGO;
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PEROLA; CARR, 2016; OU et al., 2017), o que pode explicar taxas de danos mais altas em 24

horas do que em 72 horas.
Concluséo

No geral, este estudo confirmou que o rGO pode causar maior geragdo de ROS do que
GO. Essa geragdo de ROS nas células expostas ao rGO acarretou o0 estresse oxidativo que
causou peroxidacdo lipidica, reducdo da viabilidade celular e da capacidade metabdlica,
culminando na perda da capacidade antioxidante total e em danos genotdxicos, mesmo na
concentragdo mais baixa (0,001 pg mL™) e apds 72 horas. A exposicdo ao GO provavelmente
aumentou a formagédo de H>O> levando ao aumento da atividade da CAT e da GST para
combater essas moléculas nocivas. Mesmo assim, houve danos genotdxicos apds 24 horas de
exposic¢do, mas ndo apos 72 horas, o que indica que o sistema antioxidante neutralizou as ROS
e significa também que os sistemas de reparacdo de DNA agiram impedindo danos genotdxicos

de persistir e se tornarem mutagoes.
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5. Consideracgdes finais

Os resultados obtidos permitiram concluir que ambos 0s nanomateriais podem causar
efeitos nocivos a hepatdcitos de D. rerio in vitro (células ZFL). Entretanto, tais efeitos sdo mais

pronunciados para o nanomaterial rGO, mesmo em concentragdes muito baixas.

Os grupos de O presentes na superficie de GO o tornam extremamente disperso e
estavel em &gua, porém, quando em meio de cultivo completo, GO se liga as proteinas do soro
fetal bovino. Isso faz com que seu tamanho hidrodindmico aumente, o potencial zeta diminua
e assim também diminua sua dispersdo e estabilidade. Todavia, a formacdo de corona por

proteinas, facilita sua entrada na célula, mas diminuiu sua toxicidade.

Em altas concentragdes, GO induz morte por apoptose e necrose. Contudo, ndo afeta o
crescimento populacional de ZFL. Apés 72 horas, as células se dividem e reestabelecem a
populacédo de células ao nivel inicial. Baixas concentragcdes de GO podem induzir a producéo
de H,O2, mas ndo causam estresse oxidativo ou perda da capacidade antioxidante. Danos
genotoxicos podem ocorrer em 24 horas de exposi¢cdo, mas as células sdo reparadas ou

eliminadas ap0s 72 horas.

rGO, devido a sua hidrofobicidade, tem forte interacdo com a membrana causando
danos tanto mecéanicos quanto desencadeando um efeito cascata de geracédo de espécies reativas
de oxigénio. Em altas concentragdes, rGO causa morte celular em altos niveis, provavelmente
por autofagia, enquanto baixas concentracGes acarretam perda da capacidade antioxidante,

estresse oxidativo e danos genotoxicos.

GO e outros nanomateriais baseados em carbono podem ser transformados no ambiente
aquatico, inclusive sendo reduzidos por exposicdo a luz solar e pela degradacdo bacteriana,
assim como por metais como Al e Fe e por redutores inorganicos a base de enxofre. Assim, é
extremamente importante que medidas sejam tomadas para o controle e remocdo desses
nanomateriais do ambiente aquatico. Especialmente considerando que sua forma reduzida pode

oferecer maior risco de efeitos nocivos aos organismos presentes neste ambiente.
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6. Apéndice

1. Protocolos e técnicas experimentais com comentarios

1.1. Cultivo da linhagem celular ZFL

A linhagem ZFL (cédigo 0256) pode ser adquirida no Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ), o envio é feito pelos Correios. Ao receber o frasco contendo as células,
higienize o frasco com etanol 70% e observe em microscopio de luz invertida para verificar se
as células estdo aderidas ao fundo do frasco. Caso muitas células ndo estejam aderidas, incube
o frasco em estufa a 28 °C, sem CO., observando em microscépio a cada duas horas para
verificar se houve adesdo ao fundo do frasco. Se a adesdo ndo ocorrer em 24 horas, entre em

contato com o banco de células e solicite a 22 via (contraprova).

Se tudo estiver bem, remova o meio de cultivo com o auxilio de um pipetador
automatico com pipeta sorologica descartavel, lave gentilmente com tampéo fosfato salino
estéril (PBS), livre de Ca?* e Mg?* (2,7 mM KCL; 1,5 mM KH,POq; 136,9 mM NaCl; 8,1 mM
Na;HPO.), descartando o tampdo em seguida. Adicione novo meio de cultivo e incube em
estufa a 28 °C até o dia seguinte. Ap0s 24 horas, remova as células por tripsinizacéo (tripsina-
EDTA 0,125%) ou com o auxilio de um raspador, transfira para um tubo falcon e centrifugue
em baixa rotacdo (2000 rpm) por 5 minutos, em temperatura ambiente. Descarte o sobrenadante
e transfira as células para um frasco maior (75 cm?), adicione novo meio de cultivo e 0 soro

fetal bovino (10%). Utilize frascos com filtro, preferencialmente.

A ficha técnica do BCRJ sugere a seguinte composicdo de meio de cultivo: 50%
Leibovitz (L-15); 35% DMEM de alta glicose, 15% F12 de Ham. Suplementar com: 0,15 g L™
de bicarbonato de sddio, HEPES 15 mM, 0,01 mg mL"* de insulina bovina, 50 ng mL™* de EGF

de camundongo, 5% de soro bovino fetal.

Entretanto, no nosso grupo de pesquisa padronizamos o uso de meio de cultivo com a
seguinte composicdo: 50% Leibovitz (L-15), 50% RPMI 1640 + 10% soro fetal bovino (SFB).
Meios de cultivo em po, soro fetal bovino, solucdo antimicética, tripsina e outros insumos

podem ser adquiridos com a Cultilab Materiais para Cultura de Células Ltda.

Os meios de cultivos podem ser adquiridos prontos (liquidos) e ja estéreis. Neste caso,

a mistura do RPMI com o L-15 deve ser feita em condi¢es estéreis, dentro do fluxo laminar.
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O meio de cultivo em pd deve ser diluido em agua deionizada altoclavada, com o auxilio
de um agitador magnético: 2 litros de &gua para 1 saché de RPMI + 1 saché de L-15. ApoGs
solubilizado, filtrar em condicOes estéreis utilizando membrana filtrante de nylon com

porosidade de 0,2 pm; armazenar em geladeira. O SFB ¢ adicionado na hora do uso.

A troca do meio de cultivo deve ser feita 2 a 3 vezes por semana € o repique de 1:4 a
1:6 frascos quando atingir entre 80 e 90% de confluéncia. A dissociacdo das células pode ser
feita com o auxilio de um raspador ou solucéo de tripsina-EDTA (0,125), de 5 a 15 minutos
em temperatura ambiente, ou 3 minutos em estufa a 37 °C. E muito importante anotar a
progressdo dos repiques, assim tera controle sobre quando descongelar uma nova aliquota ou

adquirir novas células do banco de células. As quantidades sdo descritas no quadro 1.

Quadrol — Proporc¢6es dos insumos de cultivo de acordo com o tamanho do frasco.

Tamanho do Frasco Meio de Cultivo Soro Fetal Bovino | Tripsina
Frasco de 25 cm? 10 mL 1 mL 500 pl
Frasco de 75 cm? 30 mL 3mL 1,5 mL
Frasco de 150 cm? 60 mL 6 mL 3mL

O congelamento deve ser feito em repiques baixos para manter o estoque e evitar 0 uso
de células senescentes. Para isso descarte 0 meio de cultivo, lave as celulas com PBS estéril,
removendo-o0 em seguida. Aplique a tripsina e incube por 3 minutos a 37 °C, ap6s 3 minutos,
observe em microscopio de luz invertida verificando se todas as células se desprenderam do
frasco. Em seguida, inative a tripsina adicionando meio de cultivo com SFB (aprox. 2,5 mL),
homogeneize. Para remover a solucdo de tripsina-EDTA, transfira a suspensao de células para
um tubo falcon e centrifugue a aproximadamente 125 x g por 5 minutos. Para cada frasco de 75
cm?, prepare 4 aliquotas, adicione 3,8 mL de soro fetal bovino e 200 pl de dimetilsulfoxido
(DMSO0), homogeneize e distribua a suspensdo celular em ampolas de congelamento (1 mL por
ampola). Identifique as ampolas com o lote; o tipo celular; dados do congelamento; repique;

nome do responsavel.

O congelamento deve ser lento para ndo romper as membranas celulares. Desta forma,
coloque as ampolas com as células na geladeira por 2 a 4 horas, passe para o freezer comum (-

20 °C) também por 2 a 4 horas, depois passe para o ultrafreezer (-80 °C) e deixe até o dia
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seguinte. Finalmente transfira as ampolas devidamente fechadas e identificadas para o tanque

de nitrogénio liquido.

Ao contrario do congelamento, o descongelamento deve ser rapido. Assim, quando
remover como aliquotas do N2 liquido, descongele rapidamente com o auxilio de um banho-
Maria. Transfira as células para um tubo falcon estéril, adicione 5 mL de meio de cultivo,
homogeneize. Centrifugue por 5 minutos a 125 x g, em temperatura ambiente. Descarte o
sobrenadante, ressuspenda as células e transfira para o frasco de cultura contendo meio de
cultivo completo. Identifique o frasco com o tipo celular, a data de descongelamento, o lote do
congelamento e o repique. Cultivar em estufa sem CO, a 28 °C.

1.2. Preparacao das dilui¢cbes de GO e rGO para aplicagdo nas células

Antes de preparar o experimento, € necessario fazer os céalculos das dilui¢cbes para obter
as concentracOes de exposi¢do a nanomateriais. A suspensao estoque de oxido de grafeno (GO)
tem concentracéo de 2,42 mg mL™* e rGO tem concentracio de 450 pg mL™%. Calcule quanto da
solucéo estoque sera necessario: Para cada poco de uma placa de 96 pogos sao necessarios 200
ul de meio de cultivo. Utilizando 3 pogos para cada concentragdo, serdo necessarios 600 pl de

meio de cultivo.

Entretanto, como nanomateriais ndo sdo materiais soltveis, ndo é aconselhavel trabalhar
com volumes muito pequenos. Desta forma, é importante fazer uma programacao que permita
a execucdo de diferentes exposicOes, para diferentes analises, ao mesmo tempo, afim de
preparar volumes razoavelmente grandes de suspensdo de nanomateriais, sem desperdicar meio

de cultivo e nanoparticulas.

GO e rGO devem ser dispersados em banho ultrassom por 10 minutos antes de ser

diluidos em meio de cultivo.

O célculo para diluicdo dos nanomateriais é feito aplicando-se a formula C1.V1 =
C2.V2, no qual C1 é a concentracao inicial e V1 é o volume inicial, C2 é a concentracao final
e V2 é o volume final. Assim, para preparar 10 mL de uma suspensao de GO com concentracdo
de 100 pg mL* temos o seguinte: 2420 ug mL™. V1 = 0,1 pg mL™. 10 mL, assim o volume
inicial (V1) € igual a 413 pl da suspensdo estoque de GO. Esta aliquota de 413 pl deve ser

diluida em meio de cultivo com SFB (9.587 mL), a suspensao deve ser homogénea.
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1.3. Contagem de células para montagem dos experimentos

Apos a tripsinizagdo, inativar, centrifugar e ressuspender as células em meio de cultivo
completo. Coletar uma aliquota de 10 ul e homogeneizar com 10 pl de corante azul de tripano
(trypan blue). A contagem pode ser feita utilizando uma cdmara de Neubauer (Figura 27) ou
contador automatico (Figura 28). Aplicar 10 ul da suspensdo celular na cimara de Neubauer ou

I&amina prdpria do contador automatico.

Figura 27 — Camara de Neubauer com indicacdo das camaras superiores

Camara superior

Camara inferior

Fonte: biomedicinapadrao.com.br/
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Figura 28 — Contador automatico de células (A), aplicacdo da suspensdo celular na lamina (B)

e insercdo da lIamina no contador automatico (C).

)

Fonte: bio-rad.com/pt-br/product/tc20-automated-cell-counter

O contador automatico identifica o corante azul de tripano e fornece o total de células

na amostra, além do percentual de células viaveis e ndo viaveis.

Para a contagem em camara de Neubauer, posicione-a em um microscopio de luz e conte
os compartimentos Al, A2, A3 e A4, conforme a Figura 29-A. Conte as células que tocam na
parte superior e a esquerda para evitar contar a mesma celula mais de uma vez. Ja as células
gue tocam os limites inferiores e a direita, ndo devem ser contadas. Siga um padrao, contando

sempre de baixo para cima ou o contrario (Figura 29-B).

E muito facil perder a contagem, anote ou use um contador numérico manual. Quanto

maior o nimero de células contadas, maior a precisdo da contagem.
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Figura 29 — llustracéo representando a malha da cadmara de Neubauer (A) e sentido continuo

de observacéao e contagem (B)

A B
i Al A3
o0 P
olo| ==V i
o
x‘\_u
= A2 A4

Fonte: kasvi.com.br/

Utilize a seguinte formula para obter o nimero de células por mL de suspensao:

YQ/4x104=1mL

108 =y

Para uma placa de 96 pocos inteira faca o calculo para 100 pogos, multiplicando a

densidade de células desejada para cada pogo, pela quantidade de pogos. Entdo, 8x10* x 100

pocos = 8x10° células em um volume final de 20 mL (200 ul x 100 pogos).

De forma geral, para a exposi¢do aos nanomateriais, as células sdo semeadas de acordo

com o quadro 2. Corantes e outros compostos utilizados nos ensaios podem ser aplicados em

volumes diferentes, devidamente descritos em cada um dos protocolos.

Quadro2 — Proporcdo entre a densidade de células, o volume de aplica¢do e o tamanho/tipo

frasco ou placa utilizada.

Tamanho de placa ou frasco

Densidade celular

Volume de aplicacéo

Placa de 24 pocos

4 x 10° células por pogo

1 mL por pogo

Placa de 96 pocos

8 x 10* células por pogo

200 pl por pogo

Frasco de 25 cm?

2 x 10° células por frasco

5 mL por frasco

Frasco de 75 cm?

6 x 10° células por frasco

15 mL por frasco
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1.4. Ensaio de exclusdo do corante azul de tripano

O ensaio foi realizado de acordo com Strober (1997), com algumas modificagdes. As
células foram semeadas em placas de 24 pocos e incubadas por 24 horas para estabilizagdo. Em
seguida, as células foram expostas aos nanomateriais. Ap6s 24 horas de exposicao, as células
foram lavadas 2 vezes com PBS e tripsinizadas. Em eppendorf, aliquotas de 20 pl de suspensao
celular de cada tratamento foram homogeneizadas com 20 pl de corante azul de tripano. Dessa
mistura, 10 pl foram coletados e depositados em uma camara especifica, utilizada para fazer a
contagem de células vidveis em um contador automético (TC20tm Cell Counter, Bio-Rad, Sdo
Paulo-SP, Brasil), realizada em triplicata. A porcentagem de células vidveis (ndo coradas) e
ndo-viaveis (coradas em azul) foi calculada de acordo com a Equacdo: Células viaveis = (Total
de células viaveis / Total de células contadas) * 100. O experimento foi realizado em triplicata

(em diferentes periodos).
1.5. Ensaio de geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Neste ensaio, a geragdo de ROS ¢ determinada usando a oxidagdo de 2'.7'-
diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H.DCFDA). As células ZFL foram semeadas a uma
densidade de 8x10* células por poco e a placa foi incubada em estufa nas condicGes adequadas

(28 °C, sem adigéo de CO.) até 0 momento da exposi¢éo.

A exposicdo foi feita apos 24 horas do plagueamento, verificando antes se as células
estavam aderidas, bem distribuidas e com a densidade adequada para o ensaio. Com o auxilio
de uma micropipeta multicanal, aplicou-se 200 ul de meio de cultivo contendo as nanomateriais
nas concentracdes desejadas, em cada poco. Incubou-se a placa novamente em estufa a 28 °C,

sem adicéo de CO2 por 24 ou 72 horas.

O tempo de 24 horas foi selecionado para representar uma exposicao aguda, ja o tempo
de 72 horas foi selecionado para simular uma exposicao crénica, considerando que essas células
se duplicam em 72 horas, permitindo a observacéo dos efeitos sobre o crescimento populacional

das células.

Ap0s a exposicdo, o meio de cultura contendo as nanomateriais foi removido, seguido
de duas lavagens com PBS. As células foram entdo incubadas com 100 ul de H,.DCFDA (5 uM
em PBS) a 28 °C por 30 min. Em seguida, os pocos foram lavados duas vezes com PBS para

remover o excesso de corante e 200 pl de PBS adicionado foi o cada pogo. A fluorescéncia foi
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medida com excitagdo a 485 nm e emissdo a 530 nm usando um leitor de microplacas
(SpectraMax® M5 Multi-Mode, Molecular Devices, CA, USA).

1.6. Ensaio de reducéo do corante Resazurina (°Resazurina, ¢od. Sigma R7017)
Indicacgdes de uso e descricdo do produto

O ensaio é concebido para medir a proliferacdo de varias linhagens de células animais
e humanas, bactérias e fungos. O bioensaio também pode ser utilizado para estabelecer a

citotoxicidade de agentes dentro de vérias classes quimicas.

O ensaio € simples de realizar, uma vez que a Resazurina é solivel em agua, eliminando
assim etapas de lavagem, fixacdo e extracdo necessaria em outros ensaios de proliferacdo

celular comumente usados.

O ensaio incorpora um indicador de crescimento fluorimétrico/colorimétrico baseado
em deteccdo de atividade metabolica. Especificamente, o sistema incorpora o indicador de

reducdo por oxidacdo (REDOX), que muda de cor e fluoresce quando reduzido.

A medida que as células testadas crescem, a atividade metabélica inata resulta em uma
reducdo quimica da resazurina. O crescimento continuo mantém um ambiente reduzido
enquanto um crescimento inibido mantém um ambiente oxidado. A reducdo relacionada ao
crescimento faz com que o indicador REDOX mude da forma oxidada (ndo fluorescente, azul)

a forma reduzida (fluorescente, vermelha).
Condigdes de armazenamento

A resazurina deve ser armazenada no escuro, uma vez que o composto é sensivel a luz.
O produto pode ser armazenado por 12 meses em temperatura ambiente. Os dados de validade
sdo dados no rétulo do produto. Para aumentar a vida Gtil do composto para até 20 meses,
armazene a-20 °C. A resazurina também pode ser congelada a -70°C por tempo indeterminado.
Porque o indicador é uma solucdo multicomponente, recomenda-se que a resazurina congelada
seja aquecida a 37°C e agitada para garantir que todos 0s componentes estejam completamente

em solucéo.
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Diluicdo da Resazurina
Solucéo estoque 1 (néo estéril)

Em um Becker, coloque 100 ml de &gua destilada + 1 grama de resazurina. Para
solubilizar, deixe agitando overnight. O Becker deve estar tampado com parafilme e protegido
da luz (no escuro). Divida a solugdo estoque 1 em 3 falcons (50 ml, ndo estéril) e armazene dois
deles a -20 °C.

Solucéo estoque 2 (néo estéril)

Colete 2 ml da solucdo estoque 1 e deposite num novo falcon (50 ml, ndo estéril),
acrescente 20 ml de H2O MiliQ e homogeneize. Este solubilizado ¢ a solugéo estoque 2 (ndo
esteril).

Solucéo estoque 2 (esteril)

Filtre a solucao estoque ndo-estéril (filtro de 0,22 um), utilize um novo falcon (50ml,

estéril). Esta é a solucédo estoque 2 (estéril).
Solucao estoque 3 (esteril)

Colete 1 ml da solucéo estoque 2 (esteéril) e deposite em um novo falcon (12 ml, estéril),
acrescente 10 ml de H.O MiliQ autoclavada (20min, 121°C) e homogeneize. Esta ¢é a solucéo
estoque 3 (estéril). Para obter uma solu¢do mais concentrada, faca uma diluicdo 1:5 vezes, ou

seja, utilize 1 ml da solucéo estoque 2 (estéril) e 5 ml de H20 ultrapura autoclavada.
Exposicdo das células aos nanomateriais

Colher células por tripsinizacdo e subsequente inibidor de tripsina (ou utilizar scraper).
Centrifugar, ressuspender em meio de crescimento e contar. Calcular o nimero total de células
e ajustar a densidade desejada. Semear as células em placa de 96 pocos e incubar nas condicdes

adequadas para ZFL.

Em seguida, aspire o meio de crescimento usado dos pocos. Prepare as dilui¢cbes dos

nanomateriais e aplique nas células. Incube novamente a placa pelo tempo que deseja expor.

Apos a exposicdo, lavar as células duas vezes com PBS e adicionar 100 pl da solucéo
estoque 3 (estéril) de resazurina, diluida em meio de cultivo sem soro (1:10). Incube novamente

a placa por cerca de 2-4 horas (para ZFL, 2 horas sdo suficientes). Fazer a leitura (absorbancia
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entre 570 nm e 600 nm) ou espectrofluorométricamente (excitacdo, 530-560 nm, emisséo, 590

nm). E aconselhavel utilizar controles (brancos, sem células) para confiabilidade do ensaio.

Observacdo: Para determinar a absorbancia/fluorescéncia a esperar da forma reduzida
(vermelha) para um experimento especifico, sugere-se que a resazurina seja diluido no meio a
ser usado em um recipiente autolavavel. Reduza esta preparacao por autoclave por 15 minutos.
Retire da autoclave e deixe esfriar até a temperatura ambiente. Homogeneize a solucao vérias
vezes e pipete 100ul nos pogos de uma placa. Mecga a absorbancia ou fluorescéncia no
comprimento de onda apropriado. Os valores servirdo como base para inferir sobre a maxima

reducéo possivel do composto.
1.7. Ensaio de apoptose e necrose em citdmetro de fluxo
Reagentes:

e PBS gelado em um falcon de 50 ml;
e Kit Anexina V — Apoptose FITC, COD. 559763, BD Biosciences;
e Tampao de ligacdo diluido e gelado (1:10 em agua) - 10 ml para 24 pocos.

Procedimentos:

e Apo0s a exposicdo, observar a placa para ver se hd muitas células desaderidas de

acordo com os tratamentos;

Observacdo: separar uma caixa de isopor com gelo, pois tudo que for utilizado nos passos a

seguir devem ficar sempre no gelo.

e Centrifugar a placa a 4 °C na rotacao e tempo especificos de cada, se ainda tiver
células boiando é necessario centrifugar novamente;

e Ap0s centrifugar, remover o meio com muito cuidado e lavar com PBS gelado (500
ul/poco);

e Centrifugar novamente a placa a 4 °C;

e Ap0s centrifugar, remover com uma micropipeta o0 PBS com muito cuidado;

e Adicionar 200 ul de tampéo de ligacdo em cada poco (diluir o tampao do kit de 1:10
em agua e fazer a quantidade necesséria para todos 0s pocos);

e Preparar os controles de compensagéo:

e Remover as células de dois pocos controles com o scraper;
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Passar as células de cada pogo para dois eppendorfs de 1,5 ml;

Aquecer os eppendorfs com as células a 80 °C por 4 minutos;

Observacao: ao retirar os eppendorfs esperar reduzir a temperatura com a méo e depois inserir

em gelo.

Depois que os eppendorfs controles estiverem frios, corar com 2,5 pl de 7AAD um
eppendorf e 2,5 ul de PE;

Adicionar aos poc¢os da placa 2,5 pl de 7aad e 2,5 pl de pe; exceto no poco de células
ndo marcadas sem tratamento;

Incubar por 15 minutos no escuro apos inserir 0s corantes em todos 0s pogos;

Ap0s a incubacéo, centrifugar a placa e os eppendorfs a 4 °C na rotacdo e tempo de
cada tipo celular;

Remover o sobrenadante e adicionar 200 pl de tampéo de ligacdo em todos 0s pogos
e eppendorfs;

Remover as células de cada poco com o scraper (lavar o scraper com PBS sempre
que for passar em outro pogo) e transferir para os tubos da citometria ou para

eppendorfs dependendo do citbmetro que sera utilizado.

Observacao: No citbmetro, configurar para:

15.000 eventos;
Slow;

390uL;

Threshold 700.000.

1.8. Ensaio Cometa em células in vitro

Este teste avalia a formacao de quebras em fitas simples de DNA, que sdo reveladas

através de uma microeletroforese, em lamina, das células que sofreram o tratamento. Desta

forma quanto maior a lesdo do material genético maior serd o nimero de fragmentos que irdo

migrar em relacdo ao nucleo.

Pré-gelatinizacao das laminas

Derreter novamente a solugdo de agarose comum, levar para banho-maria 60 °C em

frasco com altura suficiente para um lamina. Mergulhar a lamina na agarose e remover o
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excesso de agarose no lado de trds da ldmina com o auxilio de papel higiénico. Depositar a

l&mina em uma superficie reta para secagem. Aguardar a secagem overnight das laminas antes

de armazenar em geladeira.

Procedimentos gerais antes do inicio do preparo das amostras

Remover as laminas pré-gelatinizadas da geladeira (ver pré-gelatinizacdo das laminas);
Derreter a agarose LMP e levar para banho-maria 37 °C; preparar a solugéo de lise final
e colocar em caixas de vidro para laminas, cobertas com papel aluminio, levar para a

geladeira.

Preparo das amostras

Ap0s o tratamento das celulas:

Descartar o0 meio de cultura com o tratamento;

Lavar as células 2 vezes com 2,5 ml de PBS em temperatura ambiente e desprezar o
excesso com pipeta Pasteur;

Adicionar 200uL de tripsina na concentracao adequada;

Aguardar o desprendimento das células e inativar com 2,5 ml de meio de cultivo novo;
Centrifugar por 5 minutos a 2000 rpm;

Desprezar o sobrenadante deixando cerca de 0,5 ml de meio de cultura;

Em microtubo colocar 35uL de suspensdao de células com 210uL de agarose LMP e
homogeneizar 2 vezes;

Depositar 100uL da mistura em cada lamina pré-gelatinizada (fazer 2 laminas para cada
frasco) e cobrir com laminula limpa;

Levar a geladeira por 20 minutos;

Remover a laminula e encaminhar a ldmina para a solucéo de lise gelada por pelo menos

1 hora.

Procedimentos para a eletroforese

Colocar 1000 ml de 4gua destilada na geladeira para a preparacdo do tampao;
Preparar o tampdo no momento do uso com a dgua destilada refrigerada a 4 °C;
Medir o pH, que devera ser maior que 13;

Colocar gelo na bacia da cuba de eletroforese;
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e Dispor a cuba com o polo negativo voltado para a direita;

e Depositar as laminas na cuba com o lado fosco voltado em direcdo ao pdlo negativo;

e Cobrir as laminas com o tampéo;

e Ajustar o aparelho (Set: 25V e 300mA);

e Deixar as laminas no escuro por 25 minutos para o processo de denaturacdo do DNA,;

e Apos os 25 minutos de denaturacdo teclar Run e verificar a voltagem. Caso a voltagem
Ou a amperagem esteja incorreta, ajustar conforme descri¢éo abaixo:

e Voltagem >25V Amperagem <300mA .......................... Retirar tampao de
eletroforese

e Voltagem <25V Amperagem >300mA ..............ccoeenennn... Adicionar tampao de
eletroforese

e Uma vez ajustada a voltagem e a corrente elétrica deixar 25 minutos de corrida
eletroforética na auséncia de luz;

e Terminada a corrida retirar as laminas do tamp&o e encaminhar para neutralizacéo;

e Em grade neutralizar as ldminas cobrindo-se com 5 ml de tampao de neutralizacdo por
5 minutos;

e Repetir este processo mais duas vez, totalizando 15 minutos de neutralizacéo;

e Deixar as laminas escorrendo por cerca de 15 minutos;

e Mergulhar as laminas em etanol absoluto para fixacao por 10 minutos;

e Retirar as ldminas, aguardar a secagem e guardar em caixa de vidro na geladeira.

Coloracéo

No momento da leitura, depositar 20uL de GelRed uso sobre a ldmina e cobrir com
laminula. Terminada a leitura descartar a laminula, deixar a lamina secar e guardar.

Capturar imagens em microscépio de fluorescéncia (Olympus BX-UCB, PA-USA) em
um aumento de 200 vezes, com filtro de excitacdo de 515-560 nm e um filtro de barreira de 590
nm. Realizar o experimento em triplicata (2 1dminas por experimento), totalizando 6 laminas
por tratamento. Aqui, os danos no DNA foram analisados utilizando um software OpenComet
(versdo 1.3), a partir da migracdo dos fragmentos de DNA (percentual do comprimento da cauda
e percentual de DNA contido na cauda). O danos foram classificados em scores de 0 a 4, sendo
0 = nenhum dano; 1 = até 25% de dano; 2 = de 25% a 50% de dano; 3 = de 50% a 75% de dano;

4 = acima de 75% de dano.
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1.9. Ensaios Bioquimicos
Preparacéo das amostras

Para os ensaios bioquimicos é necessario reunir uma grande quantidade de células. Os
controles negativos + as 4 concentracOes testadas de GO e rGO em 2 tempos de exposicao
totalizaram 140 amostras (n). Para produzir cada n, foram utilizados 3 frascos de 75 cm?
contendo 6x10° células, totalizando 1,8x10" células por n produzido. Foram produzidos 7 n por
concentracgdo testada. Os detalhes podem ser observados no quadro 3.

Quadro 3 — Detalhamento das exposi¢des para as analises bioquimicas

Periodo | Substéancia | Exposicéo | (n) Amostras Qtd Frascos
Semanal | GO/rGO 24h nl | CN + 4 concentragdes | 30 frascos
Semana2 | GO/rGO 72h nl | CN + 4 concentragdes | 30 frascos
Semana3 | GO/rGO 24h n2 | CN + 4 concentragdes | 30 frascos
Semana4 | GO/rGO 72h n2 | CN + 4 concentragdes | 30 frascos
Semana5 | GO/rGO 24h n3 | CN + 4 concentragdes | 30 frascos
Semana6 | GO/rGO 72h n3 | CN + 4 concentragdes | 30 frascos
Semana7 | GO/rGO 24h n4 | CN + 4 concentragdes | 30 frascos
Semana8 | GO/rGO 72h n4 | CN + 4 concentragdes | 30 frascos
Semana9 | GO/rGO 24h n5 | CN + 4 concentragdes | 30 frascos
Semana 10 | GO/rGO 72h n5 | CN + 4 concentragdes | 30 frascos
Semana 11 | GO/rGO 24h n6 | CN + 4 concentracdes | 30 frascos
Semana 12 | GO/rGO 72h n6 | CN + 4 concentracdes | 30 frascos
Semana 13 | GO/rGO 24h n7 | CN + 4 concentracdes | 30 frascos
Semana 14 | GO/rGO 72h n7 | CN + 4 concentracdes | 30 frascos

Apds a exposicao, as células foram lavadas duas vezes com PBS e tripsinizadas. A
tripsina foi neutralizada com meio de cultivo completo e as células foram centrifugadas (125 g,
temperatura ambiente, 5 min), o sobrenadante foi descartado. Entdo, as células foram
ressuspensas em PBS, homogeneizando delicadamente, sendo centrifugadas novamente,
descartando o sobrenadante. Em seguida, as células foram ressuspensas em PBS contendo
fluoreto de fenilmetilsulfonila (1mM), transferidas para criotubos e congeladas em nitrogénio

liquido onde foram mantidas até a analise. Antes da analise bioguimica, as células foram
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sonicadas 3 vezes por 5 min, com pausas de 3 min no gelo (desmembrador ultrassonico). As
amostras foram ent&o centrifugadas (10 min a 10.640 g, 4 ° C) e o sobrenadante foi removido
e armazenado a -80 ° C até a realizagdo das analises bioquimicas.

Observacéo: todos os protocolos descritos a seguir foram adaptados para serem empregados
em ensaios com células. Nos ensaios com células ndo ha necessidade de utilizacdo de tampéo

de homogeneizacéo, pois ndo ha tecido para homogeneizar.
Primeiro passo: Quantificacdo de proteina pelo método de Bradford

O teor de proteina total das células foi determinado utilizando a metodologia de
Bradford (BRADFORD, 1976), adaptado por KRUGER (1964) para leitura em microplaca. A
albumina sérica bovina (BSA) é utilizada como padrdo. Os valores de proteina total foram
utilizados para expressar as atividades especificas das enzimas. A absorbancia das amostras e

medida a 595 nm.

BSA a uma concentracdo de 100 pg mlt em agua destilada é usada como solugéo
estoque. Determinar a concentracdo precisa de proteina na solucdo padrdo medindo a

absorbancia a 280 nm. Armazenar congelado a -20 °C.

Observacao: Plastico e vidraria usados no ensaio devem estar absolutamente limpos e sem

detergentes.

Pipete amostras em duplicata contendo entre 1-10 pg em um volume total de 100 pl em
placa de 96 pocos. Se a concentracdo aproximada da amostra for desconhecida, analise uma
faixa de diluicdes (1, 1:10, 1:100, 1:1000).

Para a curva de calibracdo, pipete volumes duplicados de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 ul de
solugdo padrdo de BSA 100 pg ml * em tubos de microcentrifuga e ajuste o volume para 100

pl com agua. Pipete 100 pl de agua destilada em um tubo para o branco do reagente.
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Figura 30 — Exemplo de curva de proteina (BSA)

ABS final
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R?=0,9918
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O volume total do ensaio com as amostras € limitado a 210 pl, reduzindo o volume de
cada componente. Assegure a mistura eficaz dos componentes do ensaio pipetando até 10 ul da

amostra de proteina em cada poco antes de adicionar 200 ul do reagente corante.

O conteudo de proteina das amostras € calculado multiplicando a absorbancia final da
amostra pelo fator de dilui¢do e dividindo pelo valor de ‘a’, obtido na equagao da curva padrao
de BSA (y = a. x). A figura 30 apresenta um exemplo de curva de concentracdo de proteina,

cujo valor de a = 0,8959.
Solucéo de Bradford
Em uma proveta de vidro (seca e limpa), adicione:

e Comassie brilliant blue G.250 — 100 mg

e Etanol 95% - 50 ml

e Acido fosforico 85% - 100 ml

e Acrescentar com H>O deionizada até completar 1 L;

e Filtrar com papel filtro comum;

e Armazenar em geladeira.
1.9.1. Peroxidacao lipidica — Método FOX - (JIANG et al., 1992)

e Pipetar a amostra em placa com fundo conico;

e Aplicar o TCA 12% na proporc¢do de 1:1 (100 ul de amostra para 100 pl de TCA 12%);

e Centrifugar a 4500 rpm por 10 min a 4°C, coletar o sobrenadante;

e Em placa de 96 pogos comum, pipetar 30 pl do sobrenadante coletado + 270 pl de meio
de reacéo;

e Branco = 30 pl de metanol a 90%;
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e Incubar a temperatura ambiente por 30 min em local escuro (cobrir para evitar
evaporacgéo);
e Proceder com as leituras a 560 nm;

e Determinar a concentracdo de proteina da amostra

Observacdo: Caso precise diluir a amostra ap6s tratamento com TCA, fazer a diluicdo
necessaria no tampao de homogeneizacao e depois pipetar na placa os 30 pul de amostra. N&o
altere os volumes, caso contrério terd que alterar e calcular o fator de corre¢do para o volume
no poco. Pode também fazer a diluicdo direto na placa. Ex.: se pipetar 10 pul completar com 20

pl de tampdo de homogeneizacao = volume final 30 pl.

A solucdo de reacéo deve ser preparada na hora — nao pode ser armazenada. Misturar os

reagentes na seguinte ordem:

Metanol (grau HPLC) 90% (~90% do volume final)

100 pM Xilenol Laranja

25 mM H,SO4

4 mM BHT (hidroxitolueno butilado)

250 pM FeS0O4.NHj4 (sulfato ferroso amoniacal)

Completar com Metanol / H.O para acertar o volume na concentragao final de metanol
(90%)

2 T oA

Pouco antes do uso:
Em um erlenmeyer adicionar 45 ml de metanol PA + 5 ml de H,O (metanol ~90%)

1. Adicionar xilenol Orange e agitar

2. Adicionar BHT e agitar

3. Adicionar 125,1 ul de H2SO4 e agitar
4. Adicionar FeSO4.NHa e agitar

Observacao: Coloracdo da solucéo final deve estar entre dourada e alaranjada
Curva do cumeno:

e Solucdo de CHP 1mM (SE1)
e Solucgdo de CHP 0,04 mM (SE2)
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A partir das solugbes SE1 e SE2, fazer as diluicdes e pipetar 30 pl das concentragdes
crescentes na microplaca. Diluir a CHP em agua destilada e pipetar 30 pl em cada pogo da
microplaca em duplicata, na ordem crescente a partir da duplicata do branco.

Fazer a curva com as seguintes concentracfes: 0,0004; 0,004; 0,01; 0,02; 0,04; 0,06;
0,08 (mM).

Calculos:
[Hidroperdxidos] = Abs. Diluicdo . 1000 / (¢ . 0,9. [proteinas])
Onde:

e [Hidroperoxidos] = nmol hidroperéxidos . mg proteinas™

e Abs. = Absorbancia a 560 nm ja descontando o branco

= coeficiente de extin¢do (para H20,, Cumeno hidroperoxido ou butil hidroperoxido) =
4,3 x 10* Mt.cm™ (43 mol™. ml cm™)

Diluicdo da amostra

e 1000 = valor para conversdo de pumol para nmol
e 0,9 = fator de correcdo do volume de solucdo no pogo
e [proteinas] = concentragdo de proteinas em mg ml*
1.9.2. Capacidade Antioxidante Total - ACAP (Amado et al., 2009)

Principio do método

Para a deteccdo das espécies reativas de oxigénio (ROS), sera utilizado o diacetato de
2°,7’-diclorofluresceina (H2DCFDA) que na presenca de ROS gera um fluocromo, que sera
detectado utilizando comprimentos de ondas de 488 e 525 nm para excitacdo e emissdo,
respectivamente. As leituras serdo realizadas em fluorimetro com leitora de microplaca
(SpectraMax® M5 Multi-Mode, Molecular Devices, CA, USA).

Solucgbes
Tampao de homogeneizacao (Gallagher et al., 1992)
Pode ser preparado antes e armazenado na geladeira ou freezer.

Reagentes:
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e Tris-HCI (100mM) (PM:157,6)
e EDTA (2mM) (PM:372,24)
e MgCl2.6H.0 (5mM) (PM: 203,30)

Ajustar pH para 7,75 com NaOH ou com HCI.
Tampao de reacao
Pode ser preparado antes e armazenado na geladeira.
Reagentes:

e HEPES (30mM) (PM:238,31)
e KCI (200mM) (PM:74,54)
e MgCl,.6H20 (ImM) (PM: 203,30)

Ajustar pH para 7,2 com Tris Base ou com Tris HCI
Solugéo de H:DCFDA
Preparar no escuro e no dia e manter sempre no gelo, diluir em etanol 100%.
Reagente (5 ml = 1 placa):
e HDCFDA (16uM) (PM: 487,29)
Solucdo de ABAP
Reagente (5 ml):
e ABAP (4mM) (PM: 271,19)
Preparar no escuro, preparar no dia e manter sempre no gelo.
Procedimento

e Preparar tampdo de homogeneizacao e tampéo de reacdo;
e Quantificar proteinas;

e Fixar concentracdo de proteina de acordo com um teste prévio para suas amostras;

Fazer um teste prévio fixando os valores de proteina em 1, 2, 3, 4, 5, 6 mg ml* de

proteina e verificar no final da analise qual concentracdo ficou no meio da curva padrao.



100

e Acrescentar 127,5 ul de tampé&o de reagdo em todos os pogos (com a multicanal);

e 10 pl do extrato do tecido com a proteina fixada (conforme o teste);

e Acrescentar 7,5 pl de dgua destilada nos pogos sem o P (com a multicanal);

e Acrescentar 7,5 ul da solucdo de ABAP nos pogos com o P (com a multicanal);

e Acrescentar 10 pl da Solucéo de H.DCFDA (com a multicanal);

e Colocar para ler comprimentos de ondas de 488 e 525 nm para excitagdo e emisséo,

respectivamente. A cada 5 mim durante 30 mim.

E importante realizar um teste prévio com um tempo maior de leitura por exemplo 2

horas para ter certeza qual tempo ird gerar a melhor curva.
Calculo

O calculo se baseia na area abaixo da curva gerada, ou seja, a integracdo da curva
polinomial de segunda ordem gerada pelos dados de fluorescéncia e tempo dados pela leitura.
Para se obter a ACAP se calcula uma area relativa entre o ensaio com ABAP e 0 ensaio sem 0
ABAP.

Area = (A/3*tempo3) + (B/2*tempo2) + (C*tempo)

A ACAP = (4rea com ABAP — area sem ABAP) / area sem ABAP
1.9.3. Catalase (Beutler, 1975)

Principio do método

A alta velocidade de reacao desta enzima, associada a uma baixa “afinidade”, permite a
determinacdo de sua atividade com concentracdes elevadas de H>O, (10 mM). A atividade é

determinada pela velocidade de consumo da H202 no primeiro minuto da reag&o a 240nm.

Solucgbes

Tampao de reacao

Pode ser preparado antes e armazenado na geladeira
Reagentes

e Tris—Base (1 M) (PM: 121,14)
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e EDTA (5 mM) (PM: 372,24, sal dissddico)
e Ajustar pH para 8 com NaOH ou com HCI

Meio de Reacéao

Preparar no dia

e Solugdo 1 (100 mM): Colocar 50 pL de H2O.em 50 ml de &gua destilada;
e Remover 5 ml da solugédo 1 e descartar;
e Adicionar no que restou da Solucdo 1: 2,5 ml do tampéo de reacdo e 2 ml de agua

destilada.
Procedimento

e Preparar tampao de reacao;
e Pré-aquecer o tampéo de reacdo a 30°C durante 15 min;

e Pipetar de 2 a 10 pL de branco (PBS) e de amostra na placa conforme o esquema abaixo:

1 2 3

A Br Br Br

B Aml | Aml Aml

C Am2 | Am2 Am?2

D Am3 | Am3 Am3

E Am4 | Am4 Am4

F Am5 | Am5 Amb5

G Am6 | Am6 Am6

H Am7 | Am7 Am7
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e Acrescentar 235 uL do meio de reacdo em todos 0s pocos (com a multicanal).

e Ler aabsorbancia a 240 nm durante 2 min com intervalos de 15 segundos.

Observacgdo: A diluicdo e volume de amostra pode variar de acordo como o tipo de

experimento, espécie e tecido ou célula.

Calculo
O célculo segue a lei de lambert-beer:

Atv = a.Vrea
€.1. Vam

a = Inclinagéo da reta

¢ = coeficiente de extingdo molar

| = distancia que a luz atravessa pelo corpo (cm)
Atv = Atividade enzimatica

Vrea = Volume da reacdo (mL)

Vam = Volume da amostra (mL)

Atividade enzimatica = (((AAbs. Amostra/min * dilui¢do*volume reac¢do) / (volume da

aliquota*&*0,78)) *1.000) / [proteina]
Observagdes:

e [Proteinas] expresso em mg ml*

e volume da aliquota expresso em ml

e ¢ (coeficiente de extingdo) =36 M" cm™?
e volume de reacdo em ml = 0,235

e 0,78 ajuste do trajeto 6tico

Veja que de esta forma as unidades ficam expressas em milimol por mg de proteina por

minuto (se quiser para micromol multiplicar por 1000.000)
1.9.4. Glutationa-S-Transferase (Habig & Jakobi, 1981)

Principio do método
A conjugacdo de GSH com o substrato clorodinitrobenzeno (CDNB) catalisada pela
GST produz um composto que pode ser detectado em 340nm. A atividade enzimatica é

proporcional a velocidade de producdo do composto conjugado.



Solucges

Tampao de reacao
Pode ser preparado antes e armazenado na geladeira

Reagentes:

Fosfato de potassio (0,1 M):
e KH2PO4 (0,05 M) (PM: 136,1)
e KzHPO4 (0,05 M) (PM: 174,2)
e Ajustar pH para 7,0 com NaOH ou com HCI

Solucéo de CDNB
Diluir em etanol no dia e manter sempre no gelo.

Reagente:

e 1-cloro-2,4 di-nitrobenzene (CDNB) (0,05M) (PM: 202,6)

Solucéo de GSH

Preparar no dia e manter sempre no gelo, diluir no Tampé&o de Reacao

Reagente:
e GSH (25mM) (PM: 307,3)
Procedimento

e Preparar tampéo de reagéo;

e Pré-aquecer o tampdo de reacdo a 25°C durante 15 min;

e Preparar Tampéao de Reacdo + CDNB;

Reagentes:

e Tampao de reacdo
e Solucéo de CDNB

103
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e Pipetar 15 ul de branco (tampédo de homogeneizagdo) e de amostra na placa conforme

0 esquema abaixo:

1 2 3

A Br Br Br

B Aml | Aml | Aml

C Am2 | Am2 | Am2

D Am3 | Am3 | Am3

E Am4d | Am4d | Am4

F Am5 | Am5 | Am5

G Am6 | Am6 | Am6

H Am7 | Am7 | Am7

e Acrescentar 235 uL da solucéo (tampéo de reacdo + CDNB) em todos 0s pocos (com a
multicanal);

e Acrescentar 10 uL da Solucédo de GSH (com a multicanal);

e Colocar para ler com absorbancia de 340 nm durante 4 min a cada 30 segundos;

e O volume de amostra a pipetar também pode variar de acordo com o tecido e espécie.
Caso aumentar volume de amostras diminuir volume de tampdo de reacdo e caso
diminuir volume de amostrar aumentar volume tampé&o de reacdo sempre;

e O volume final em cada pogo tem que ser 260 uL;
Calculo

Este calculo também segue a lei de lambert-beer, ja descrita anteriomente.



