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Resumo

Materiais baseados em grafeno (GBMs) sao alvo de grande interesse cientifico e
tecnolégico, devido suas exclusivas propriedades fisico-quimicas e potencial para ino-
vacdo em diferentes setores industriais, como: eletrénica, energia, saude, agricultura,
e ambiente. Contudo, existe uma crescente preocupacao quanto aos potenciais riscos
destes materiais em nanoescala para a saide humana e ambiental. Estudos recentes
tém demonstrado que no ambiente biolégico os nanomateriais sofrerdo processos ime-
diatos de biotransformacao (i.e. formag¢do de biocorona) com implicagdes criticas na
nanobiointerface e interagdo com sistemas celulares. Neste contexto, este projeto tem
como objetivo principal estudar a toxicidade de grafenos funcionalizados. Em especial,
através do emprego de metodologias integradas, avancar no entendimento da relacdo
entre as modificacdes na superficie quimica de grafenos e a formagao de biocoronas e
seus impactos na toxicidade celular. Este projeto visa contribuir com tomadores de de-
cisdo em questdes envolvendo a seguranca e regulacdo de GBMs e derivados funciona-

lizados.
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1. Introducao

Os materiais baseados em grafeno (GBMs, do inglés, graphene-based materials)
sdo promissores nanomateriais de carbono e considerados estratégicos para inovacao
tecnoldgica. Todavia, aspectos de seguranca destes materiais para saide humana e am-
biental precisam ser estudados de maneira proativa e na dire¢do do conceito safe-by-
design (Fadeel et al., 2018). A nanotoxicologia tem como missao estudar os efeitos ad-
versos de nanomateriais sobre sistemas biolégicos e ambiente. E, a determinacgao pre-
cisa e inequivoca da toxicidade é um ponto chave durante a avaliacdo dos riscos toxi-
colégicos de nanomateriais. Nanomateriais apresentam propriedades fisico-quimicas
exclusivas (e.g. morfologia, tamanho, carga, grupos superficies, pureza etc.) que sao de-

terminantes durante a manifesta¢do da sua toxicidade e comportamento no ambiente.
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Assim, entender a influéncia destas propriedades fisico-quimicas na nanobiointerface,
toxicidade e dinamica no ambiente serd fundamental para o desenvolvimento de na-
nomateriais em bases seguras e sustentaveis (Martinez et al., 2013; Hu et al., 2016).

Com a crescente producdo industrial de nanomateriais, incluindo GBMs, hd uma
expectativa de aumento do contato e exposicdo a estes novos materiais e seus poten-
ciais impactos sobre a sdude e ambiente, assim, agéncias e 6érgaos regulamentadores
tem solicitado atengdo e cautela com durante o manuseio e uso de nanomateriais (Han-
sen et al.,, 2017). Por exemplo, estudos recentes demonstraram que GBMs podem de-
sencadear efeitos danosos para células, como estresse oxidativo, inflamacao, danos ge-
néticos, inibicdo da divisao celular e indu¢do da morte celular. Entretanto, devido a
enorme diversidade estrutural-composicional destes materiais, sdo necessarios estu-
dos integrados para a avaliagdo da nanotoxicidade de maneira precisa e inequivoca
(Clemente et al,, 2017; Fadeel et al., 2018).

Apoés a interacdo com ambiente biol6gico, os nanomateriais rapidamente entra-
rdo em contato com biomoléculas, como a matéria organica soluvel, polissacarideos e
proteinas. Como resultado, ocorrera a formacdo de um revestimento/camada biomo-
lecular sobre a superficie dos nanomateriais (biocorona) alterando sua identidade e a
maneira como irdo interagir com o ambiente e os organismos presentes neste meio
(Monopoli et al., 2012; Docter et al., 2015). A composicdo e estrutura da biocorona é
muito complexa e depende de varios fatores como as propriedades fisico-quimicas do
nanomaterial (e.g. forma, tamanho, composicdo, grupos funcionais e carga na superfi-
cie), da natureza e composicao do meio biolégico e da duragdo da exposicdo (Lin et al,,
2017). De fato, a biocorona é a primeira superficie que entra em contato com a célula e
determina a internalizacdo celular bem como a interagdo dos nanomateriais com os
componentes subcelulares, podendo impactar fortemente na resposta biolégica dos
nanomateriais em testes nanotoxicolégicos. Neste contexto, trabalhos desenvolvidos
no LNNano/CNPEM tém focado no entendimento da formagao de biocoronas em nano-
materiais, incluindo GBMs, e seus impactos sobre a toxicidade e inovagdo nanotecno-

légica (Martinez et al., 2017; Khan et al., 2018; Franqui et al., 2019).
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2. Objetivos

Este projeto tem como objetivo principal estudar a toxicidade de materiais baseados
em grafenos (GBMs), e em especial, os impactos da formacao de biocoronas na super-

ficie destes materiais.

Objetivos especificos:
a) Obtencao, funcionalizagdo e caracterizacao integrada de GBMs;

b) Caracterizacdo das dispersdes coloidais de GBMs e a formag¢do de biocoronas apos

interagdo com meio de cultura;

c) Avaliacao da toxicidade celular de GBMs, mecanismos bioquimicos e genotoxicidade.

4. Metodologias
4.1. Preparacao, funcionalizacao e caracterizacao dos grafenos

Os GBMs utilizados neste projeto serdo produzidos no LNNano/CNPEM, obtidos co-
mercialmente e/ou fornecidos pelos parceiros nacionais e internacionais. Em seguida,
os GBMs selecionados serdo caracterizados através das seguintes técnicas: (a) micros-
copia de forca atémica (AFM); (b) espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR), (c) espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis); e (d) analise termo-
gravimétrica (TGA). Todos estes equipamentos estdo a disposicao nas instalacées aber-

tas do LNNano/CNPEM.
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4.2. Caracterizac¢do dos nanomateriais em meio de cultivo celular

Serdo desenvolvidos protocolos de dispersao coloidal dos GBMs em meios de cultivo
de células, na presenca e auséncia de soro de fetal bovino (SFB), utilizando equipamen-
tos classicos de agitacdo mecanica, sonicadores e incubadores de alta precisao para
controle de temperatura (Thermomixer - Eppendorf). Também serao estudados os
comportamentos das dispersdes por meio das seguintes técnicas: (a) centrifugacao e

espectroscopia UV-vis; e (b) espalhamento de luz dinamico e eletroforético (DLS/ELS).
4.3. Caracterizacdo de biocoronas (protein corona)

A formacdo da biocorona sera caracterizada através das seguintes técnicas: (a) eletro-
forese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE); (b) microscopia de for¢a atdmica (AFM);
(c) espectroscopia FTIR, (d) espalhamento de luz dinamico e eletroforético (DLS/ELS)

e (e) andlise termogravimétrica (TGA).
4.4. Avaliacao da toxicidade celular

Sera avaliado a toxicidade dos grafenos funcionalizados sobre cultura de células in vi-
tro. Serao realizados bioensaios para avaliagdo da viabilidade celular, estresse oxida-
tivo e genotoxicidade apos exposicdo aos nanomateriais. A interacdo dos nanomateri-
ais com a superficie celular sera avaliado através de microscopia hiperespectral (Cyto-

Viva) e espectroscopia Raman.

5. Resultados esperados

Este projeto ira contribuir para o entendimento das nanobiointerface e os aspectos en-
volvido na superficie quimica de nanomateriais (i.e. geracdo de biocoronas), modula-
¢do da toxicidade. Contudo, este projeto também contribuira para geracao de resulta-
dos técnico-cientificos para suportar o desenvolvimento seguro de GBMs, em especial,

através do emprego de métodos alternativos em nanotoxicologia (sistemas in vivo).
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