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RESUMO

Estudos recentes tém mostrado diversas aplicacdes do Oxido de grafeno (GO) como
agente de contraste para fins de diagnostico, para o enderecamento de drogas (do inglés
drug delivery) de farmacos anticarcinogénicos, proteinas e peptideos e na area de
engenharia tecidual para aplicacdes na regeneracao de lesdes nervosas. O avango em
pesquisas relacionadas a aplicacbes do GO em neurologia exige a investigacdo dos
mecanismos de acdo potencialmente toxicos desencadeados pela exposicdo ao
nanomaterial. O zebrafish (Danio rerio) tem sido amplamente utilizado em ensaios
neurotoxicolégicos devido a homologia de processos bioquimicos e estruturas neurais
com outros vertebrados, visiveis desde o inicio de seu desenvolvimento externo. Para
investigar os efeitos neurotdxicos da exposicdo a diferentes concentragdes do GO no
periodo de desenvolvimento, foram avaliados diversos parametros in vivo para
avaliacdo toxicoldgica preliminar. Foi verificado que o GO nédo induziu alteracbes na
sobrevivéncia, eclosdo e movimentos espontaneos. Contudo, o0 aumento dos batimentos
cardiacos em 48 hpf foi constatado e reducdo do tamanho do eixo axial, sem alteracdo
na area ocular em 5 dpf. Adicionalmente, analises moleculares da expressdo de genes
especificos para proteinas do sistema nervoso foram realizadas mostrando que o GO
aumenta a expressédo de sinapsina lla e reduz a expresséo do transportador de dopamina
(dat), sugerindo um provavel mecanismo compensatorio. A avaliacdo da locomocéo dos
animais expostos ao GO mostra o aumento do angulo absoluto de virada. Com base
nestes parametros iniciais, foram realizadas analises bioquimicas para a determinacéo
da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) e dosagem dos niveis de dopamina.
A exposicdo ao GO ndo alterou a atividade da AChE e reduziu os niveis de dopamina.
Adicionalmente, a expressdo do gene de linfoma de células B2 (do inglés B cell
lymphoma 2 (bcl2) ) e do gene que codifica para caspase 3 (casp3) foram avaliadas para
0 grupo de larvas expostas ao GO onde foi mostrado aumento da expressédo de bcl2,
enquanto que a expressdo de casp3 permaneceu inalterada, sugerindo que o GO parece
ndo induzir mecanismo de apoptose. A estrutura tecidual e celular do cérebro de larvas
de zebrafish expostas ao GO foi avaliada por microscopia eletrdnica de transmisséo
(TEM) onde morte celular por necrose com perda da arquitetura celular foi constatada.
Estudos adicionais para o completo entendimento das alteragdes neuroldgicas
observadas pela exposi¢cdo ao GO e dos mecanismos envolvidos nesse processo sdo
necessarios.

Palavras-chave: Oxido de grafeno, neurotoxicologia, nanotoxicologia, larvas de
zebrafish, dopamina



ABSTRACT

Recent studies have shown several applications of graphene oxide (GO) in neurology in
the imaging area as a contrast agent for diagnostic purposes, for drug delivery of
anticarcinogenic drugs, proteins and peptides and in the field of tissue engineering for
applications in the regeneration of nervous lesions. Advances in GO applications
research in neurology require addressing its potential toxic mechanisms of action.
Zebrafish (Danio rerio) has been widely used in neurotoxicological trials due to the
homology of biochemical processes and neural structures with vertebrates. To
investigate the potential neurotoxic effects of GO exposure in different concentrations at
development period, we evaluated in vivo parameters for initial toxicological screening.
We found that GO did not induce changes in survival, hatching and spontaneous
movement. However, an increase in heart rate at 48 hpf was found and a reduction in
body length without altering the ocular area at 5 dpf. Additionally, molecular gene
expression analyses of nervous system-related proteins were performed, showing
synapsin lla expression is increased and dopamine transporter (dat) gene expression is
reduced, suggesting a potential compensatory mechanism. The evaluation of the
locomotion behavior of animals exposed at GO showed an increase in the absolute turn
angle. Based on these initial parameters, we performed biochemical analyzes to
determination of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) activity and dopamine levels.
The exposure at GO did not change AChE activity and decreased dopamine levels.
Additionally, the gene expression of B cell lymphoma 2 (bcl2) gene and caspase 3
(casp3) gene were evaluated for the group of larvae exposed to GO, demonstrating an
increase of bcl2 and unchanged casp3 expression, suggesting no apoptosis involvement.
The tissue and cellular structure of zebrafish larvae brain exposed at GO was evaluated
by transmission electron microscopy (TEM) and cell dead by autophagosome formation
with loss of cellular architecture was observed most likely due to exposure to the
nanomaterial. Further studies are necessary to the complete understanding of the
neurological changes observed in zebrafish by exposure to GO and the mechanisms
involved in this process, are necessary.

Keywords: Graphene oxide, neurotoxicology, nanotoxicology, zebrafish larvae,
dopamine
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1. INTRODUCAO

1.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia apresenta como base, o desenvolvimento de materiais através do
controle da matéria em escala atdmica e molecular com estruturas dimensionadas para a
escala nanométrica podendo variar de 1 a 100 nanometros (Kaur et al. 2015). O
redimensionamento a escala nanométrica modifica as propriedades fisico-quimicas do
material como a quimica de superficie (do inglés surface chemistry), a composicao, a
pureza, a condutividade e propriedades mecanicas (Cheng et al. 2017), conferindo
caracteristicas excepcionais a estes nanomateriais que tém sido amplamente
investigados para diversas aplicacfes. Do ponto de vista geométrico, nanoestruturas
helicoidais podem ser aplicadas como dispositivos mecénicos em micro(nano)-sistemas
em funcdo do efeito de confinamento quantico resultante da forma e tamanho,
contribuindo para o desevolvimento de novos dispositivos semi-condutores (Ren & Gao
2014). Somado a isso, nanomateriais podem ser utilizados na otimizagdo de estocagem
de energia em bateriais, como tem sido previamente demonstrado em um estudo recente
com o Oxido de grafeno reduzido (Ghulam et al. 2017). Adicionalmente, super-
capacitores hibridos sdo reconhecidos pela geracdo e armazenamento de energia, onde a
adicéo de eletrodos nanoestruturados, principalmente a base de nanomateriais ocos (do
inglés hollow nanomaterials), confere menor comprimento para difuséo de transporte de
ions e robusta arquitetura, contribuindo para o aumento da capacidade do sistema (Yu et
al. 2017). Entre os nanomateriais de carbono, o fulereno Cg tem demonstrado
aplicagdes como terapéutico no reestabelecimento da fadiga muscular em ratos
(Prylutskyy et al. 2017). Além disso, a adi¢cdo de grupos funcionais e moléculas na
estrutura de nanomateriais, processo conhecido como funcionalizacdo, como por
exemplo, em nanotubos de carbono, permite a modificacdo de propriedades fisico-
quimicas e aumento da biocompatibilidade em um sistema biolégico (Zarbin & Oliveira
2013). A hidrofobicidade de nanomateriais pode refletir na reducdo da
biocompatibilidade e excrecdo em um sistema in vivo, onde a funcionalizagcdo permite a
reducdo da ocorréncia destes efeitos aumentando a excre¢do via rota renal e
consequentemente reduzindo a bioacumulagéo (Lacerda et al. 2006). Tendo em vista as
diversas aplicagdes dos nanomateriais em diferentes areas em funcéo das propriedades

excepcionais obtidas através do redimensionamento a escala nanomeétrica, os estudos



neste cenario tém aumentado e mostram-se promissores para novas aplicagdes visando
como, por exemplo, o redirecionamento de farmacos acoplados a superficie de

nanoparticulas.

1.2 Oxido de grafeno

O oOxido de grafeno (GO) é um nanomaterial obtido através do processo de
esfoliacdo do grafite apresentando bidimensionalidade e espessura monoatémica
(Novoselov et al. 2004). Destaca-se por apresentar hexagonos de carbono em sua
primeira zona de Brillouin com um longo sistema = conjugado, o que atribui um
confinamento eletrénico bidimensional, responsavel pelas excepcionais propriedades
deste nanomaterial, tais como a alta mobilidade eletronica e resisténcia mecanica (Singh
et al. 2011). Em grande parte das pesquisas realizadas com GO, este nanomaterial é
obtido através da oxidacdo quimica do grafite com o uso de agentes oxidantes que
podem incluir &cido sulfarico concentrado, acido nitrico ou ainda permanganato de
potassio baseando-se no método de Hummer (Hummers & Offeman 1958) (Figura 1).
Outro método empregado para a obtencdo de GO é descrito por Staudenmaier
(Staudenmaier 1898) envolvendo &acido nitrico, &cido sulfirico e clorato de potéssio.
GO é amplamente oxigenado com grupos hidroxila e epdxi em carbonos sp3
hibridizados, além de grupos carbonila e carboxila nas extremidades, ligados a carbonos
sp? hibridizados (Singh et al. 2011).

Figura 1: Oxidagdo do grafite a 6xido de grafeno. Adaptado de Singh et al. (2011)



Tendo em vista que as propriedades fisico-quimicas do nanomaterial como a area
de superficie, nimero de camadas, dimens&o lateral, pureza e superficie quimica (Liu et
al. 2013) podem influenciar no potencial para aplicaces biomeédicas, varias
metodologias tém sido utilizadas na pesquisa a fim de caracterizar esse nanomaterial
apos sua obtencdo (Figura 2) e avaliar posteriormente seus efeitos na medicina.

A espectroscopia Raman tem sido amplamente aplicada para a caracterizagéo do
GO, apresentando picos correspondentes as bandas D (~1350nm) e G (~1580nm)
geradas através de vibracdo otica planar (Figura 2A). Assim, tem sido proposto que esta
metodologia pode ser utilizada para avaliar a “qualidade” do nanomaterial e determinar
0 numero de camadas através da forma, dimensdo lateral e posi¢do 2D (Ferrari et al.
2006). Adicionalmente, outras metodologias como Microscopia Eletronica de
Transmissdo (TEM) pode ser aplicada para caracterizacdo de materiais nanocristalinos,
particularmente para a forma da particula (Figura 2B). J& a Microscopia de Forca
Atdmica (AFM) fornece imagens em resolucdo atdmica de grandes superficies de
cristais (Figura 2C) (Wang 2000), enquanto a Microscopia Eletronica de Varredura
(SEM) é aplicada para analises que exijam detalhamento do nanomaterial com grande
profundidade de campo detectando variagdes de superficie (Figura 2D) (Oatley et al.
1965). Assim, a utilizacdo de um conjunto consideravel de metodologias permite o
detalhamento acerca da estrutura e eficiéncia do processo de obtencdo de GO a partir do

grafite.
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Figura 2: Diferentes metodologias utilizadas para caracterizacdo de nanomateriais. (A)
Espectroscopia Raman do GO (Ren et al. 2016), (B) Microscopia eletronica de transmissdo (TEM) do GO
(zZhang et al. 2010), (C) Microscopia de forca atbmica (AFM) do GO (Zhang et al. 2010) e (D)
Microscopia eletrnica de varredura (SEM) de nanotubos de carbono (Cheng et al. 2007).
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1.3 Aplicagdes biomédicas

Propriedades fisico-quimicas excepcionais fazem do GO um material versatil para
varias aplicacdes biomédicas. Sua estrutura aromatica permite a absorcdo de luz na
faixa do infravermelho préximo (700-900 nm) em funcdo de grupos oxigénio presentes
nas bordas do nanomaterial que sdo susceptiveis a modificacbes estruturais, adaptando a
absorcdo de luz em diferentes posicOes espectrais (Yang et al. 2012). Estudos tém
demonstrado as potenciais aplicagdes do GO no ramo de imagem (Figura 3), como
agente de contraste para fins de diagnostico de tumores e também terapia foto termal
(Yang et al. 2012). Além disso, outras aplicacdes em areas biomédicas tém sido
investigadas como a utilizacdo de GO para o direcionamento de drogas (do inglés drug
delivery) de farmacos anticarcinogénicos (Zhang et al. 2010), de proteinas, de
peptideos, de anticorpos, e de DNA/RNA (Liu et al. 2013) e na engenharia de tecidos
para aplicacdes na regeneracao de lesdes nervosas (Tang et al. 2013).

No ambito da neurologia, as fungbes cerebrais podem ser afetadas como
consequéncia de infecces, hipoxia, doengas degenerativas cronicas, traumas e
principalmente danos associados a doencas neurodegenerativas (Orive et al. 2009).
Nestes casos, a perda de populagdes especificas de neurbnios leva ao surgimento de
sintomas neurolégicos e psiquiatricos especificos de cada doenca em questdo. Como
alternativa de tratamento, ha processos de reparo cerebrais que podem ser estimulados
através da utilizacdo de scaffolds a base de nanomateriais, inseridos na regido especifica
que ocorre o dano neuronal, a fim de proporcionar suporte estrutural ao tecido

circundante, minimizando a degeneracédo celular secundaria e permitindo que as células

do parénquima adjacente infiltrem no scaffold, promovendo a regeneracdo dos tecidos
locais (Orive et al. 2009) (Figura 4).

y | &
- (S

Figura 3: Imagem multimodal de camundongos com tumor 4T1 apds diferentes tempos de
administracao intravenosa contendo nanoparticulas de grafeno. Adaptado de Yang et al. (2012)

30min 1h
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Os scaffolds degradaveis ou ndo degradaveis podem ser produzidos na forma de
nanogeéis, sendo mais adequados a aplica¢fes em casos de reparo cerebral, e na forma de
canais tubulares para regeneracdo de nervos periféricos e reparos axonais na medula
espinhal (Orive et al. 2009). Scaffolds produzidos a base de GO tém sido estudados em
cultura de ceélulas-tronco pluripotentes, demonstrando a biocompatibilidade desse
nanomaterial e a potencializacdo dos mecanismos de aderéncia e proliferacdo celular
(G.-Y. Chen et al. 2012). Li et al (2011) utilizaram neurbnios do hipocampo de
camundongos dispostos em scaffold sintetizado a base de grafeno e demonstraram que
esse nanomaterial é capaz de favorecer a formacdo e crescimento de neuritos,
amplamente reconhecidos pelo desenvolvimento do sistema nervoso, além de aumentar
a expressao de proteina 43 associada a crescimento (GAP43), expressa em processos de
regeneracdo e neurogénese . Somado a isso, os efeitos de filmes de grafeno utilizados
como suporte em células tronco neurais foram previamente avaliados, demonstrando o
aumento do ndmero de neurbnios e frequéncia de correntes sindpticas, achados
imprescindiveis para a avaliagdo do potencial deste nanomaterial em aplicacGes

neuroldgicas (Tang et al. 2013).

sf< N\ l** Patient’s neurons
o\ % S Implanted neurons
Scaffold

Figura 4: Desenho ilustrativo de scaffold em regido cerebral especifica. Adaptado de Orive et al.
(2009)

1.4 Nanotoxicologia do 6xido de grafeno

O aumento de estudos focados em novas aplicacbes do GO apresenta como
principal consequéncia a dispersdo aérea de nanoparticulas durante sua obtencdo que
pode trazer riscos aos individuos que as manipulam, bem como ao ambiente, em
decorréncia de derramamentos acidentais e descarga de efluentes (Pretti et al. 2014).

Desta forma, estudos de nanotoxicologia tornam-se imprescindiveis para avaliar 0s
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efeitos negativos que os nanomateriais podem causar a salde e ao ambiente (Ray et al.
2009).

Os efeitos toxicos do oxido de grafeno (OG) tém sido estudados sob diversos
parametros como: reproducdo (Xu et al. 2015; Liang et al. 2015), farmacocinética
(Yang et al. 2011), toxicidade embrionaria (Chen et al. 2015), citotoxicidade (Hu et al.
2011) e imunologia (Orecchioni et al. 2014). Os efeitos da exposicdo a este
nanomaterial em modelos in vivo tém sido também investigados. Larvas de zebrafish
expostas ao OG (5, 10, 50 e 100 mg/L) durante 96 horas apresentam reducdo da
frequéncia cardiaca, porém, sem alteracdes na eclosdo e tamanho corporal (Liu et al.
2014). Morte celular programada (apoptose) ndo ocorre em embrides de zebrafish
expostos ao OG (25 e 50 mg/L), em 50 mg/L o GO levou ao atraso da eclosdo em 60
hpf, além do fendtipo larval apresentar espinha curvada e crescimento atrofiado apds
120 horas de exposicdo (L. Q. Chen et al. 2012). Em zebrafish adultos, a exposicao a
suspensdes do GO (1, 5 e 10 mg/L) induz o aumento da expressao para as citocinas
inflamatdrias IL-6 e IL-1B e somado a isso, a concentracdo de 5 mg/L induziu ao
aumento da expressdo para TNFa (Chen et al. 2016). Além disso, pode desencadear
processos de estresse oxidativo em todas as concentracGes testadas através do aumento
de peroxidacdo lipidica e reducdo de glutationa reduzida apds uma hora de exposicao.

Em camundongos, a exposicao via oral a0 GO (0.5 mg/mL™) durante 38 dias,
resultou na reducdo do tamanho e peso corporal, bem como atrofia do figado e
disfuncBes no trato gastrointestinal, porém sem alteragdes comportamentais (Fu et al.
2015). Quando GO (25 mg/kg) é administrado via intraperitoneal e/ou intravenosa em
camundongos machos, leva ao acumulo renal da nanoparticula apés 35 dias da
exposicdo (Liang et al. 2015). Contudo, apenas um estudo relacionou in vivo, os efeitos
da exposicdo durante 24 horas ao GO sobre o sistema nervoso de larvas de zebrafish,
demonstrando uma reducdo dose dependente (0.01, 0.1 e 1 ug/L) de movimentos
espontaneos e perda de neurbnios dopaminérgicos (Ren et al. 2016). Desta forma, ndo
hé& estudos que relacionem simultaneamente os efeitos tdxicos da exposicdo ao GO
sobre parametros moleculares, bioquimicos, celulares e de locomocgdo envolvendo o

funcionamento do sistema nervoso.
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1.5 Zebrafish: Modelo em experimentacdo animal para nano/neurotoxicologia

O teletsteo zebrafish (Danio rerio),pertencente a familia Cyprinidae (Spence et
al. 2008), tem sido amplamente utilizado em funcéo de caracteristicas excepcionais que
possui, tais como: alta reprodutibilidade, rapido desenvolvimento, transparéncia dos
embrides e aquiescéncia para screenings genéticos (Stréhle et al. 2012; Chakraborty &
Agoramoorthy 2010). Os ovos de zebrafish eclodem rapidamente e as larvas iniciam a
alimentacdo em torno do 5° dia de vida (Easter & Nicola 1996). Somado a isso, 6rgaos e
tecidos podem ser visualizados in vivo devido ao desenvolvimento exclusivamente
externo (Fishman 1999; Parichy et al. 2009). Outra grande vantagem em utilizar o
zebrafish ocorre pela similaridade dos sistemas cardiovascular, nervoso e digestivo com
mamiferos (Hsu et al. 2007). A rapida ontogénese (Link &Megason 2008), redes de
sinalizacdes altamente conservadas encontradas neste modelo animal e em humanos
com alto nivel de similaridadegendmica (Beliaeva et al. 2010), aléem de barreira
hematoencefélica, células endoteliais e respostas imunogénicas (Fako & Furgeson
2009), torna o zebrafish um modelo atrativo para estudos durante o periodo de
desenvolvimento (Link & Megason 2008).

O desenvolvimento do zebrafish inicia no estagio de zigoto e é finalizado ao
atingir a idade adulta aproximadamente em 90 dpf (Figura 5). Em 24 horas pods-
fertilizacdo (hpf) o eixo do corpo dos embribes estd consolidado e todas as células
precursoras, tecidos cerebrais, olhos e coracdo podem ser observados através de
microscopia de luz (Stainier & Fishman 1994). As larvas eclodem entre 2,5 a 3 dias
pos-fertilizagdo (dpf), apresentando baixa mobilidade aproximadamente até o 5° dia de
vida, posteriormente a bexiga natatoria é inflada e free swimming é observado
(Dammski & Miller 2011).
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Zygote
/ (0-0.75 hpf) \
Adult Cleavage
(90 dpf-2yrs) (0.75-2.25 hpf)
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=z T - Developmental stages of l
zebrafish
Larval Gastrula
(72 hpf-29 dpf) (5.25-10.33 hpf)
\ /
Hatching Segmentation
(48-72 hpf) (5.25-10.33 hpf)
Pharyngula
(24-48 hpf)

Figura 5: Estagios do desenvolvimento do zebrafish, de zigoto a adulto. Obtido de Hosen et al. (2013)

O zebrafish também se tornou um importante modelo biolégico em ensaios
neurotoxicoldgicos devido a homologia em processos bioquimicos e estruturas neurais
com outros vertebrados (Linney et al. 2004), apresentando todos 0s neurotransmissores
tipicos de vertebrados, como por exemplo, a acetilcolina (ACh), tanto no sistema
nervoso central (Mueller et al. 2004) guanto no periférico (Bertrand et al. 2001). Além
disso, diferentemente de mamiferos que possuem as enzimas acetilcolinesterase (AChE)
e butirilcolinesterase (BChE) que realizam a hidrdlise da acetilcolina e assimmantém a
homeostase desse neurotransmissor na fenda sinaptica (Bhupendra et al. 1998), o
zebrafish possui apenas a expressao da AChE (Bertrand et al. 2001) que apresenta papel
neuromodulatorio na atividade locomotora (Mueller et al. 2004), tornando-0 um modelo
adequado para screening neurotoxicologico através da avaliacdo da atividade e
expressdo desta enzima, além de parametros comportamentais (Richendrfer & Creton
2015).

A capacidade de neurdnios pos-mitéticos estenderem longos axénios é essencial
tanto para o estabelecimento de circuito neural durante o desenvolvimento, quanto para
a regeneracdo de axonios que sofrem danos na vida adulta. O crescimento axonal é
regulado por vias de sinalizagdo, que sdo ativadas por meio da expressdo de genes
especificos que codificam proteinas abundantes em cones de crescimento. A expressao
de tais genes € iniciada em neurdnios pos-mitoticos imediatamente antes do crescimento
axonal e terminada subsequentemente para a formacdo de sinapses (Udvadia et al.
2001). A proteina 43 associada ao crescimento (GAP-43) é expressa durante todo o

desenvolvimento do zebrafish, tanto na vida adulta como durante os processos de
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regeneracdo (Udvadia 2009). Os padrBes de expressdo de varios genes que codificam
proteinas neurais em larvas de zebrafish foram avaliados, como potenciais marcadores
de neurotoxicidade durante o desenvolvimento (Fan et al. 2010). Os genes avaliados
foram os que codificam GAP-43, proteina &cida fibrilar glial (GFAP), Nestina,
Neurogenina 1 e Sinapsina Ila demonstrando serem excelentes marcadores para estudos
de neurotoxicidade (Tabela 1).

Embrides e larvas de zebrafish tém sido utilizados para avaliacdo do potencial
toxicoldgico de nanomateriais de carbono (Park et al. 2013; Chen et al. 2012; Chen et
al. 2013; Zhou et al. 2012) e grafeno (Chen et al. 2012), pois os embrides apresentam
facil absorcdo e distribuicdo de nanomateriais devido ao carater morfoldgico do corion
com vilosidades e poros distribuidos em sua superficie (Figura 6) (Chen et al. 2012).

A exposicdo do zebrafish ao grafeno em determinadas fases importantes do seu
desenvolvimento, como a embriogénese, pode levar a diferentes efeitos toxicos como
malformacdes e até mesmo hipdxia (Chen et al. 2015). Apesar da embriogénese estar
completa em aproximadamente 72 hpf, a maioria dos 6rgdos internos como o intestino,
figado e rins, além do sistema cardiovascular estdo completamente formados em 96 hpf
(Stainier & Fishman 1994). Em funcéo disso, os embrides de zebrafish sdo amplamente
utilizados em nanotoxicologia a fim de avaliar os efeitos de nanoparticulas durante esse
estagio de vida (King Heiden et al. 2007).



16

Tabela 1: Genes utilizados para screening neurotoxicoldgico.

Gene Descricdo Referéncia

Todos os genes sdo regulados positivamente em:

GAP 43 Desenvolvimento e Udvadia et al. (2009)

regeneracéo
_ Direcionamento da

Neurogenina 1 formagdo de neurdnios Mc Graw et al ( 2008)

sensoriais
Sinapsina Ila Sinaptogenese e liberagao Kao et al (1998)

de neurotransmissores

P = =3
Det WO F—————— 104im

GSE 75 b50Tom

Figura 6: Imagem obtida por microscopia eletronica de varredura (SEM) do corion de embrifes de
zebrafish de 24 hpf. A seta mostra um aglomerado de nanotubos de carbono de parede Unica. Adaptado
de Cheng et al. (2007).
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1.6 Sistemas coloidais com o 6xido de grafeno

Nanoparticulas de o¢xido de grafeno (GO) apresentam a caracteristica de
aglomeracdo e instabilidade quando em suspensdo. Apesar de formar pontes de
hidrogénio na presenca de dgua, GO apresenta a caracteristica de precipitacdo com o
tempo o0 que aumenta proporcionalmente com a concentracdo do nanomaterial (Chen et
al. 2016). Somado a isso, diferentes efeitos sdo observados em estudos toxicoldgicos
devido a esses fatores. A utilizacao de dispersantes como veiculo tem se mostrado capaz
de melhorar a biocompatibilidade do grafeno e sua biodistribuicdo em tecidos de
camundongos (Duch et al. 2011). A dispersdo do GO na presenca de 18 dispersantes
diferentes incluindo &gua foi avaliada anteriormente (Figura 7) (Konios et al. 2014),
contudo, todos os dispersantes que efetivamente permitiram a estabilidade das

suspensdes sdo toxicos, inviabilizando o uso dos mesmos para aplicagdes em sistemas

bioldgicos.

Figura 7: Suspensdes contendo éxido de grafeno e diferentes dispersantes. Adaptado de Konios et al.
(2014)

O polimero Pluronic F-68 (PF-68) apresenta uma regido central hidrofobica
(6xido de polipropileno) circundada por dominios hidrofilicos (oxido de polietileno)
com tamanhos de cadeia idénticos (Figura 8A). Sua principal caracteristica é a
formacdo de micelas com particulas hidrofébicas, através da adsorcdo de grupamentos
apolares da particula a ser solubilizada e o polimero (Figura 8B). PF68 foi utilizado
para dispersar nanotubos de carbono de parede Unica (SWCNTSs) em agua, ndo
apresentando qualquer efeito toxico em zebrafish (Pan et al. 2011).
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CH, A
H{O 0 o/\}OH
a b a

HO(C2H4O)30(C3H60)27 (C2H40)8o onde a=80 e b= 27

Pluronic

Figura 8: Molécula do surfactante Pluronic F-68 (A), o tamanho da cadeia (a, b) e diagrama esquematico
de nanolamina de grafeno interagindo com a cadeia hidrofébica (azul) de PF-68 (B). Adaptado de (Seo et
al. 2011; Gouveia 2011).
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