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O Ka é como o vento, leva o que quer, sem se importar com o apelo de nenhum homem.

-A Torre Negra.
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Resumo geral

O oxido de grafeno (OG) ¢ um nanomaterial amplamente estudado para atuar no
carreamento de farmacos devido aos grupos funcionais que possui em sua superficie,
gerando boa solubilidade em dgua e biocompatibilidade. A investigacdo da toxicidade do
OG torna-se importante para definir se este nanomaterial ¢ seguro para utilizacdo em
aplicacdes biologicas e para elucidar seus possiveis efeitos nos organismos. Os
antioxidantes sdo moléculas que atuam auxiliando e estimulando o sistema de defesa
antioxidante de diversos tipos celulares a lidar com os efeitos das ERO e prevenindo
assim o estresse oxidativo. O a- acido lipoico ¢ um antioxidante que possui capacidade
de atuar tanto em meio hidrofilico quanto em meio lipofilico, neutralizando espécies
reativas de oxigénio (ERO) e estimulando o sistema de defesa antioxidante, tornando-se
ideal para contrabalancear efeitos pro-oxidantes de outras substancias. Logo, este estudo
avaliou a citotoxidade do OG associado a produgdo de ERO e interferéncia no
metabolismo e os possiveis efeitos quimioprotetores do AL em relagdo ao OG em células
HT-22. As concentragdes utilizadas foram 10, 50 e 100 pg/ml (OG), 5, 25 ¢ 50 uM (AL)
e 50 ug/ml+25 uM e 100 pg/ml+25 uM (OG+AL). Os ensaios foram realizados apos 2 e
24 horas de exposicdo. A caracterizagdo do OG foi realizada utilizando microscopia
eletronica de varredura (MEV), microscopia eletronica de transmissdo (TEM) e
espectroscopia eletronica dispersiva (EED). Os pardmetros foram avaliados através dos
ensaios de viabilidade (MTT), quantificagdo de ERO intracelular, capacidade
antioxidante contra radicais peroxil (ACAP) e consumo de oxigénio. Os resultados

mostraram que o OG aumentou a produ¢do de ERO, mas nao causou citotoxicidade. Por
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outro lado, quando co-exposto com AL, o OG diminuiu a viabilidade celular e ndo
demonstrou efeito pré-oxidante. Esses resultados indicam que a citotoxicidade do OG
ndo depende apenas da producdo de espécies reativas, mas também pode interferir no
metabolismo. Além disso, o modo de preparo e manuseio deste nanomaterial pode

influenciar em possiveis efeitos toxicos.

Palavras-chave: nanomaterial de carbono, antioxidante, neurénios hipocampais, cultura

celular, microscopia

Introducio geral

A vida: sobre oxigénio e antioxidantes

Em uma infinidade de universos possiveis, apenas uma dentre bilhdes de galaxias
existentes com seus bilhdes de estrelas e planetas (Gott et al., 2005), possui um pequeno
ponto azul que apresenta algo tnico (ou pelo menos até onde se tem noticia) que
culminaria em toda a variedade de seres que se conhece, que ainda ndo se conhece e que

ja deixaram de existir. Eis que ha cerca de 4 bilhdes de anos, surge a vida (K. Lal, 2008).

Este pequeno ponto azul, que recebeu o nome de Terra, ha pouco era apenas um caldeirdo
de materiais superaquecidos e gases toxicos, mas de forma progressiva foi se tornando
um ambiente menos extremo. Essa gradual mudanga somada ao surgimento de agua
(Cleeves et al., 2014) e matéria organica, criou o cendrio propicio para a hipotese da

concepgdo da vida, mais especificamente no ambiente aquatico (K. Lal, 2008).

Embora a vida estivesse modificando o ambiente, o planeta seguia sofrendo alteracdes
em maior escala que pareciam indiferentes ao surgimento da vida. No entanto, esta sofria
também suas proprias transformagdes seguindo os principios basicos da fisica, quimica

com inameras possibilidades prosperando enquanto outras iniimeras pereciam no
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decorrer do tempo. Contudo, o surgimento do RNA e posteriormente 0 DNA (Gollihar et
al., 2014; Higgs et al., 2014), permitiu que essas mudancas que prosperavam pudessem
ser armazenadas e passadas adiante para a nova geracdo de células, criando uma espécie
de memoria da vida. A partir disso, a vida passou a seguir um novo padrdo de mudancas
que agora possuiam um codigo base e apresentavam caracteristicas conservativas (Alberts

etal.,2014).

Uma nova gama de possibilidades surgiu a partir do DNA, porque novas mudangas
geradas através de mutacgdes se acumulavam no decorrer do tempo, dando origem a novas
moléculas e novos mecanismos. As mutagdes podem ocorrer espontaneamente, devido as
caracteristicas quimicas do DNA, porém, mutagdes ocorrem com mais frequéncia devido
a acoes causadas por elementos do proprio ambiente (Futuyama, 2002; Somers et al.,
2012; D’Orazio et al., 2013). No ambiente aquatico, entende-se que as condi¢des sempre
foram variaveis, logo cada populacao de células sofria acdes diferentes do ambiente e
adquiria mutagdes variadas entre si, o que gerou uma variabilidade genética
progressivamente maior € consequentemente aumentou a probabilidade de que a vida
pudesse superar cada vez mais uma quantidade cada vez maior de adversidades, além de
aumentar as populagdes em variedade e complexidade (Futuyama 2002; Alberts ef al.,

2015).

Apo6s um longo tempo de mutagdes acumuladas e o aparecimento de organismos mais
diversos e complexos, surgem os seres fotossintéticos. A partir deste momento, comega
um periodo de aumento progressivo na quantidade de oxigénio tanto atmosférico quanto
em ambientes aquaticos e cada vez mais a respiracdo aerdbica torna-se vantajosa em
termos de producao de energia para organismos que pudessem utilizar o oxigénio para tal
procedimento (Harrison et al., 2010; Decker e van Holde, 2011). Alguns organismos

continuaram restritos ou facultativos ao metabolismo anaerébico, porém a maioria das
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espécies se tornaram aerdbicas obrigatorias com o decorrer da evolugdo. Logo, a
utilizagdo do oxigénio forneceu um grande aumento na utilizagao de energia e no aumento
da complexidade dos seres vivos, fazendo com que muitas caracteristicas dos tecidos e
sistemas que viriam a surgir no futuro estivessem intrinsecamente ligadas a utilizacao e
transporte de oxigénio (Harrison et a/., 2010). No entanto, o oxigénio possui certa
toxicidade, fazendo com que os organismos necessitassem também de protecdo contra
estes efeitos nocivos. Eis que com o tempo e muitas mutacoes (algumas delas certamente
causadas pelo proprio oxigénio, que era formado em pequenas quantidades por fotolise
da agua), as defesas antioxidantes passaram a existir de modo primitivo e com o aumento
abrupto de oxigénio, comegam a sofrer uma sele¢do natural mais intensa, levando ao
sistema de defesa antioxidante, onde tanto enzimas quanto substancias ndo enzimaticas
favorecessem a manuteng@o e protecdo contra espécies reativas produzidas pelo proprio
metabolismo ou decorrentes de uma possivel situag@o de estresse oxidativo (Decker e van
Holde, 2011). A enzima superoxido dismutase (SOD), é provavelmente uma das
primeiras defesas antioxidantes que surgiu durante o processo evolutivo, pois esta
presente em todos os seres aerdbicos existentes (Decker e van Holde, 2011). As defesas
antioxidantes sdo de extrema importancia, ndo so para lidar com substancias que venham
a provocar a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), mas porque a mitocondria
¢ o principal sitio de produgdo dessas ERO como consequéncia da utilizagdo do oxigé€nio
na geracdo de energia e de algumas eventuais falhas no transporte de elétrons, causando

o desvio destes elétrons durante seu transporte ¢ gerando ERO (Hermes-Lima, 2004).

Antioxidantes e espécies reativas: a perspectiva revela o culpado
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Atualmente, o sistema de defesa antioxidante é considerado um mecanismo
regulatorio que atua removendo parcialmente as ERO que sdo produzidas pelo proprio
metabolismo celular e também pela acdo de xenobidticos (Hermes-Lima e Zenteno-
Savin, 2002; Pamplona e Constantine, 2011). Conceitos antigos mais simples, baseados
na dualidade de que antioxidantes sdo substincias altamente benéficas e pro-oxidantes
sdo altamente maléficas, ndo condizem com os conhecimentos mais atuais. Entende-se
atualmente que as ERO causam danos a estruturas como lipidios, proteinas e até mesmo
o DNA (Hermes-Lima, 2004), porém, apenas em situacdes onde existe uma quantidade
elevada de ERO no meio intracelular ou pela deplecdo de defesas antioxidantes, como
ocorre em algumas patologias e naturalmente com o processo de envelhecimento (Liu,
2008; Winterbourn, 2008). No entanto, a produgdo de espécies reativas é inerente ao
metabolismo e em condi¢des normais, as defesas celulares sdo capazes de neutraliza-las
até suas respectivas concentragdes fisioldgicas, onde exercem sua importante func¢do

como moléculas sinalizadoras (Dickinson e Chang, 2011; Reczek e Chandel, 2015).

Esse estado fisiologicamente normal entre producdo e degradacdo de ERO ¢
essencial para manter o balango entre reagdes de oxidagdo e redugdo (estado redox)
favoraveis ao funcionamento dos mecanismos como a sinalizacdo celular, que ¢
importantissima na regulacdo de processos como a sintese e metabolismo de proteinas,
transcricdo génica, proliferagdo celular e apoptose (May et al., 2006). O estado redox ¢é
definido principalmente pela relagdo de oxidagdo-reducao dos pares redox intracelulares
(Hermes-Lima, 2004; Packer e Cadenas, 2011). Estes pares redox sdo moléculas que
possuem em sua composicdo grupos passiveis de oxidacao, principalmente grupos tidis
que atuam como doadores de elétrons, interceptando as ERO e posteriormente,
retornando a sua configuracdo reduzida através de enzimas redutoras do sistema

antioxidante (Forman et al., 2014). No entanto, algumas proteinas ndo relacionadas as
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defesas antioxidantes possuem aminoacidos como a cisteina. Esses aminoacidos podem
ter os grupos tidis oxidados por moléculas pro-oxidantes e sofrer modificagdes
estruturais, acarretando na perda ou alteracdo de fun¢do quando fazem parte da estrutura
de proteinas e causando prejuizo para a célula (May et al., 2006, 2007). Por outro lado,
essa oxidacdo dos residuos tidis pode ser util para a regulagdo de atividades enzimaticas
ou alterar a estrutura de proteinas acopladas a moléculas sinalizadoras, acionando vias de
sinalizacdo ou levando a degradacdo. A proteina Keap 1 por exemplo, ¢ normalmente
associada ao fator de transcricdo Nrf2 e favorece sua ubiquitinagdo e consequentemente
sua degradacdo, porém, quando seus residuos de cisteina sdo oxidados, a Keap 1 ndo
consegue mais “capturar” Nrf2 e permite que ele atue no nucleo aumentando a transcri¢do
de genes ligados ao sistema de defesa antioxidante e enzimas de fase 2 (Shay et al., 2012;
Forman et al., 2014). Visto isso, moléculas que atuam direta ou indiretamente no
ambiente redox celular tornam-se um fator importante na regulacdo de processos

biolégicos que podem ser alterados no ambiente intracelular.

Antioxidantes ndao enzimadticos: relembrando Paracelso

Diversos organismos possuem a capacidade de sintetizar alguns antioxidantes nao
enzimaticos (enddgenos), mas muitos sdo obtidos de fontes externas (exdgenas), atraveés
da dieta. Apos a descoberta do potencial antioxidante de diversas substancias, houve uma
tendéncia prematura de suplementagdo alimentar com altas doses de antioxidantes. Com
o passar do tempo, novos estudos revelaram que a visdao simplista da época ndo condizia
com a complexa realidade onde, diferentes antioxidantes desempenham diferentes
fungdes e interagem de diferentes formas com componentes celulares, além de
demonstrar a real importancia da concentracdo utilizada (Guterridge ¢ Halliwell, 2010;
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Forman et al., 2014). De fato, a capacidade de sequestrar ou neutralizar espécies reativas
era considerada a Unica fun¢do que um bom antioxidante deveria apresentar. Porém,
muitos antioxidantes administrados em altas concentracdes acabaram demonstrando a
capacidade de desregular vias de sinalizagcdo redox e até mesmo tornar-se pro-oxidantes
sob determinadas situa¢des, muitas vezes gerando estresse oxidativo e causando danos a
diversas estruturas celulares (Moini et al., 2002; Cakatay, 2005; Guterridge ¢ Halliwell,
2010; Kiitter et al., 2014). Com o avango do conhecimento, o termo antioxidante foi
sendo cada vez mais refinado, levando em consideragdo as interagdes com as vias de
sinalizacdo e com outras substincias intracelulares, como os metais de transicdo.
Caracteristicas como absor¢do rapida e eficiente pelo sistema digestorio ¢ atuagdo em
diferentes tipos de meios (hidrofilico, lipofilico ou ambos) passaram a ser levadas em
conta, além da compreensdo que diferentes concentracdes podem causar efeitos

diversificados (Guterridge e Halliwell, 2010; Day, 2013; Forman et a/., 2014).

Acido lipéico: antioxidante ou pro-oxidante?

O 0-4acido lipoico (AL) € um antioxidante derivado do 4cido octandico e contém em sua
estrutura um anel de tiolano com uma ponte dissulfeto que une os carbonos 6 e § (May et

al.,2007) (Figura 1).

(b)

0O

reducao HS
— OH

S____S Acido lipsico SH Acido dihidrolipéico

Figura 1. Estrutura molecular do acido lipéico (a) e sua forma reduzida: acido dihidrolipéico (b).

Fonte: http://gnint.sbq.org.br
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Essas caracteristicas conferem ao AL uma rapida absor¢do e um forte potencial redutor
quando estd em sua forma reduzida, o 4cido dihidrolipoico (DHAL) (Jones et al., 2002;
Packer e Cadenas, 2011; Rochette et al., 2013; Kiitter et al., 2014). A reducdo do AL ao
DHAL ¢ realizada por enzimas que utilizam NADH e NAD(P)H como cofator (May et
al., 2006, 2007; Rochette et al., 2013) o que implica diretamente na competicdo pela
utilizacdo do NADH e NAD(P)H por outras enzimas do metabolismo, incluindo a
reciclagem de substratos oxidados das defesas antioxidantes. Porém, este gasto de NADH
e NAD(P)H ¢é compensado pela contribuicio do DHAL para a reciclagem de outros
antioxidantes como a vitamina C e vitamina E, aumentando niveis internos de glutationa
reduzida (GSH) e auxiliando na regulagdo de fatores de transcri¢do e outras proteinas

importantes para o estado redox intracelular (Shay et al., 2009; Packer ¢ Cadenas, 2011).

Outras propriedades do AL incluem atuar como quelante de metais e supressao de radicais
livres, agindo de forma antagonista as causas do estresse oxidativo (May et al., 2007;
Shay et al., 2009; Packer e Cadenas, 2011; Rochette et al., 2013; Kiitter et al., 2014;
Shinto et al., 2014). O AL ¢ naturalmente sintetizado nos tecidos (Hagen et al., 1999;
Mayr et al., 2014), porém a concentracdo produzida fisiologicamente, na maioria das
vezes, ¢ direcionada para utilizagdo como cofator de desidrogenases mitocondriais
(Lester Reed, 2001; Packer & Cadenas, 2011; Li et al., 2013; Mayr et al, 2014), tornando
irrelevante sua atuacdo como antioxidante. Sendo assim, a suplementacdo adequada
apresenta maior efetividade e € a forma mais utilizada nas pesquisas, sendo responsavel
pela maior parte das informacgdes geradas nos estudos das propriedades deste antioxidante
(Shay et al., 2009, Shinto et al., 2014), principalmente em aplicagdes clinicas (Basu et
al., 2014, Mauro et al., 2014), melhora de defesas antioxidantes e neuroprotecao (Pirlich
et al., 2002; Kleinkauf-Rocha et al., 2013). Porém, em determinadas concentragdes o

DHAL pode exercer efeitos pro-oxidantes a partir da interagdo com Fe3* (Catakay, 2006;
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Kiitter et al., 2014), gerando radicais hidroxila (HO") que sdo altamente reativos e
relacionados a propagacdo de peroxidacdo lipidica e danos oxidativos em diversas

estruturas (Hermes-Lima, 2004; Rochette et al., 2013; Forman et al., 2014).

As caracteristicas anfipaticas permitem que o AL seja suplementado via dieta e consiga
alcangar Orgdos que possuem uma maior seletividade em seu ambiente extracelular,
possuindo as chamadas barreiras anatomicas (Panigrahi et al., 1996; Arivazhagan et al.,
2002). No entanto, apenas uma pequena fracdo da concentracdo de AL ingerida através
da dieta consegue efetivamente ultrapassar essas barreiras anatomicas e agir no tecido

alvo (Panigrahi et al., 1996; Arivazhagan et al., 2002; Shay et al., 2009).

O cérebro e suas barreiras

Envolvendo o sistema nervoso central (especificamente os vasos sanguineos no SNC),
existe uma complexa associag@o de células, que constituem a barreira hematoencefilica,
a qual aumenta a seletividade de substancias advindas da circulagdo sanguinea,
impedindo que uma variedade de moléculas e microrganismos interajam com o tecido
nervoso (Gilgun-Sherki et al., 2001). Essa seletividade é uma grande vantagem
fisiologica, porém, de um ponto de vista farmacoldgico acaba se transformando em
desvantagem, dificultando a agdo de diversos farmacos e substincias possivelmente
benéficas. A descoberta de novos materiais com possiveis aplicabilidades biologicas
trouxe novas possibilidades pois, esses materiais possuem caracteristicas Unicas que
permitem a interagdo com estruturas bioldgicas e melhor difusdo por membranas
celulares, sendo ideais para a liberacdo gradativa de farmacos e outras substancias com
alta especificidade pelas células-alvo, inclusive em tecidos que possuem alta seletividade

(Hao et al., 2009, Rosarin et al., 2012).
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Neurodnios: cultura celular e defesas antioxidantes

Neurdnios sdo células que constituem o sistema nervoso e possuem capacidade de
transmitir impulsos elétricos ou quimicos gerados em resposta aos estimulos quimicos ou
fisicos (Kandel et al., 2013). Estas células possuem altas taxas metabolicas e consomem
grande parte da glicose circulante. Sabemos que a producdo de ERO decorrente do
metabolismo ¢ uma condi¢do fisiologica e implica que células com maiores taxas
metabolicas tendem a gerar naturalmente uma quantidade maior de ERO, necessitando
de defesas antioxidantes para gerenciar situagdes de estresse oxidativo (Barbosa ef al.,
2006). A sub-linhagem celular HT-22 ¢ derivada da linhagem HT-4, que foi obtida através
de cultura primaria de neurdnios hipocampais de camundongo (Liu et al., 2008). Essas
células vém sendo bastante utilizadas para estudos envolvendo estresse oxidativo por
demonstrar alta sensibilidade a esse tipo de estresse (Schubert et al., 2001; Schubert et
al., 2006). Existem evidéncias de que estes neurdnios possuem baixos niveis de enzimas
que fazem parte das defesas antioxidantes como a superoxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase, tornando moléculas como a GSH a principal fonte de supressao de
ERO (Aoyama et al, 2008; Friedman, 2011). Além disso, a barreira hematoencefalica
dificulta a agdo de antioxidantes ndo enzimaticos oriundos da dieta, tornando os neurénios
particularmente sensiveis a situagdes de estresse oxidativo (Gilgun-Sherki ef al., 2001).
Essas caracteristicas tornam linhagens celulares de neurdnios bons modelos de estudo
para avaliar atividade de substancias antioxidantes, além de pardmetros como viabilidade
celular e estresse oxidativo, devido a alta sensibilidade dos neurénios a fatores toxicos

(E1-Orabi et al., 2011).
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Nanoescala e a nanotoxicologia

Segundo o regulamento n° 696/2011 (Unido Européia), os nanomaterias sdo materiais que
contém 50% ou mais de suas particulas (agregadas ou ndo agregadas) que possuem
dimensdes estruturais compreendidas na escala nanométrica (1-100 nandmetros). Além
disso, os nanomateriais possuem caracteristicas fisicas e quimicas diferenciadas de outros
compostos que ndo estdo inseridos nesta escala. Diversas destas novas caracteristicas,
como capacidade supercondutora, maior resisténcia e maleabilidade e maior
biocompatibilidade (Wojtoniszak et al., 2011; Chatterjee et al., 2013; Xing et al., 2016)
causaram um crescente interesse em estudos nos campos de pesquisa de fisica e quimica
e logo surgiram diversas aplicabilidades industriais que acarretaram em produtos que
foram inseridos no dia-a-dia das populagdes em todo o mundo. No entanto, esse avango
nas aplicabilidades ndo foi acompanhado pelo estudo dos possiveis riscos toxicologicos,
nem com o ciclo de vida dos produtos contendo nanomateriais € pouco se conhecia dos
efeitos danosos que ocorreriam caso os nanomateriais fossem inseridos no meio ambiente
(Hao et al.,, 2009; Kahru e Dubourguier, 2010). Logo, a nanotoxicologia surgiu
justamente com o propdsito aumentar o conhecimento e discernimento sobre o
funcionamento ¢ interagdo dos nanomateriais com seres vivos € seus possiveis riscos
(Kahru e Dubourguier, 2010). Diversos estudos comecaram a ser realizados e o
conhecimento foi aumentando com o tempo, revelando que as vantagens tecnoldgicas que
0s nanomateriais propiciaram deveria ser visto com ressalvas, ja que muitos estudos
apresentavam inovagoes e possiveis aplicacdes benéficas em areas como biomedicina,
farmacologia e imunologia, ao mesmo tempo que outros estudos demonstravam
toxicidade e fortes tendéncias a bioacumulagdo em diversos organismos (Baun et al.,
2008; Wang et al., 2013; Yang et al.,2013). Contudo, as diferengas nas composigdes e na
forma utilizada para a fabricagdo dos nanomateriais demonstram diferentes causas e
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niveis de toxicidade. Além disso, a falta de padronizacdo dos métodos utilizados nos
estudos causa uma grande variabilidade de resultados e contribui com menos eficiéncia

para o avango do conhecimento nanotoxicoldgico.

Oxido de grafeno: caracteristicas e aplicacdes

O grafeno ¢ isolado a partir do grafite e possui o formato de uma folha com apenas um
atomo de espessura, composta por atomos de carbono arranjados em forma hexagonal
(Novoselov et al., 2004). O 6xido de grafeno (OG) ¢ um nanomaterial de carbono e faz
parte de uma variedade de nanomateriais de grafeno (NMG), possui estrutura em formato
de folha e ¢ funcionalizado com grupamentos epoxi, carboxil e hidroxil, além de possuir
boa solubilidade ¢ biocompatibilidade (Liu et al., 2011; Das et al., 2013; Zhao et al.,
2014). Sua estrutura possui uma extensa superficie de contato, facilitando a interacdo e

adsor¢@o de outras moléculas (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura molecular do nanomaterial 6xido de grafeno. Fonte: Zhao et al. (2014)

No entanto, diversos estudos reportam a toxicidade do OG pois, sua boa solubilidade e
biocompatibilidade permite sua absor¢do pelas células via endocitose e aumento na
geragdo de ERO causando toxicidade (Duch ef al., 2011; Chang et al., 2011; Yue et al.,

2012; Wang et al., 2013; Zhao et al., 2014). Existem evidéncias de que a quantidade de
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oxigénio pode influenciar a toxicidade do OG (Das et al., 2013; Wang et al., 2013). Logo
houve o desenvolvimento de procedimentos para reduzir a quantidade de oxigénio na
superficie do OG, gerando o 6xido de grafeno reduzido (rOG) (Fig. 3). No entanto,
existem evidéncias de toxicidade acerca do rOG, tornando necessaria a realizacdo de
novos estudos acerca da toxicidade tanto do OG quanto do rOG (Duch et al., 2011;
Gurunathan et al., 2012; Das et al., 2013; Chatterjee et al., 2014; Zhao et al., 2014; Zhou

et al., 2014).

Figura 3. Estrutura molecular do 6xido de grafeno reduzido. Fonte: Zhao et al. (2014)

Acido lipéico e éxido de grafeno

Visto que o principal efeito toxico do OG ¢ o aumento na producdo de ERO, antioxidantes
seriam a solucdo 16gica para lidar com esta toxicidade e permitir que o OG fosse utilizado
com mais seguranga no carreamento de firmacos. No entanto, o efeito de utilizar as duas
substancias combinadas ¢ desconhecido, ja que o AL ndo apresenta caracteristicas
exclusivamente antioxidantes, mas também atua no metabolismo e pode se tornar pro-
oxidante em certos contextos bioquimicos. Logo, este estudo tem como objetivo avaliar
a toxicidade do OG com relagdo a parametros ligados ao metabolismo, estresse oxidativo
e viabilidade celular, além de avaliar o possivel efeito quimioprotetor do AL, utilizando

como modelo de estudo a linhagem celular neuronal HT-22.

18



314

315

316

317
318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

----- Manuscrito----

A ser submetido para a revista Comparative Biochemistry and Physiology —

PartC: Toxicology and Pharmacology

(Fator de impacto 2,546)

19



339

340
341

342
343

344
345
346
347
348
349

350
351
352
353
354
355
356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

Title page

Title: a-Lipoic acid and graphene oxide: Interactions, in vitro cytotoxicity and

chemoprotection

Authors: 'Alexandre M. Bitencourt, *Caroline P. Ruas, 'Silvana M. Nunes, 'Thiago

F. A. Franca, > “Marcos A. Gelesky, "3José M. Monserrat

Author Affiliations: 'Programa de Pos-graduagdo em Ciéncias Fisiologicas,
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande, RS, Brazil. *Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB), Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande,
RS, Brazil. ? Programa de Pos-gradua¢do em Quimica Tecnoldgica e Ambiental,
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande, RS, Brazil. “Escola de
Quimica e Alimentos (EQA), Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio
Grande, RS, Brazil.

Correspondence information: Correspondence should be addressed to José M.
Monserrat. Address: Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Rio

Grande (FURG) — Av Italia, Km 8 — Rio Grande, RS, 96210-900, Brazil. Email:
josemmonserrat@gmail.com

Keywords: carbon nanomaterial, antioxidant, hippocampal neurons, cell culture,

microscopy

20



366

367
368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385
386

387

388

389

390

391

Abstract

The graphene oxide (GO) is obtained from oxidation of graphene. Given the potential
biological applications of GO it is important do properly evaluate its potential toxicity
and applications to organisms. However, it is also important to evaluate substances
capable to mitigate the possible toxic and pro-oxidant effects of GO. The a-lipoic acid is
an antioxidant that has the ability to neutralize reactive oxygen species (ROS), stimulate
the antioxidant defense system and consequently counterbalance GO pro-oxidant
capacity. Therefore, this study focused on cytotoxicity of GO associated with ROS
production and metabolism and the chemoprotective effect of LA against GO on HT-22
cells. The concentrations were set in 10, 50 and 100 pg/ml (GO), 5, 25 and 50 uM (LA),
50 pg/ml + 25 uM and 100 pg/ml + 25 uM (GO+LA). The assays were performed after
2 and 24 hours of exposition. The results showed that exposure to rGO increased ROS
production but did not cause cytotoxicity. On the other hand, when co-exposed with AL,
GO decreased cell viability but the pro-oxidant effect was lost. These results indicate that
GO's cytotoxicity is likely to involve more mechanisms than just oxidative stress and may

be affected by structural characteristics and interactions with other substances.

Introduction

There is an ongoing effort from researches and companies to develop new drugs to treat
the many neurological diseases, which become increasingly common as life expectancy
rises around the globe (Kozauer and Katz, 2013). One of the challenges in the
development of new drugs is the evaluation of their therapeutic potential and toxic side
effects. It is not uncommon for a new drug to show promising effects in the first in vitro
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tests but then fail when tested in vivo due to factors such as low availability in the target
tissue and off target effects on other tissues (Arrowsmith, 2011 a,b; Cowan et al., 2016).
There are different strategies being developed to increase the specificity and availability
of drugs for the target tissue, many of those using nanomaterials as drug carriers,
including graphene oxide (GO), a carbon nanomaterial from the family of graphene
nanomaterials (GNM) (Novoselov ef al., 2004; Yang et al., 2008; Pan et al., 2012;
Kostarelos et al., 2014). The GO stands out for its relatively high solubility and good
biocompatibility (S. Liu et al., 2011; Das et al., 2013). Despite that, there are reports of
toxic effects caused by GO exposure with production of ROS being the major source of
this toxicity (Duch ef al., 2011; Chang et al., 2011; Yue et al., 2012; Wang et al., 2013).
However, this pro-oxidant effect can be counterbalanced by an antioxidant compound

and mitigate the consequently cytotoxicity.

The a-lipoic acid (LA) is an antioxidant derived from octanoic acid. It contains a
dithiolane ring with a disulfide bridge uniting carbons 6 and 8 (May et al., 2007). This
antioxidant is capable to act as reactive oxygen species (ROS) scavenger, recycle
endogenous antioxidants such as glutathione (GSH) and facilitate the action of
transcription factors such as Nrf2, which increases the transcription of genes from the
antioxidant defense and phase II detoxification systems (Shay et al., 2009; Packer and
Cadenas, 2011; Rochette et al., 2013; Kiitter et al., 2014). There are also reports
suggesting that LA can cross the blood-brain barrier (Panigrahi et al., 1996; Packer et al.,
1997; Arivazhagan et al., 2002; Arivazhagan et al., 2003), although there is no consensus
yet regarding the amount of LA crossing this barrier. Nonetheless, this would enable LA
to act directly in the central nervous system. Taken together, all those characteristics make
LA a good candidate to be used together with GO to mitigate the possible toxic effects of

the nanomaterial. The aim of this study was to evaluate this possibility and investigate its
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potential and possible pitfalls. For such, we evaluated the effects of GO and LA and their
interaction in HT-22 neurons lineage regarding parameters of cellular metabolism, cell

viability and oxidative stress.

Materials and methods

Preparation of GO and AL

The GO (kindly provided by Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG)
was diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO, Synth) (0.9% in ultrapure water) followed by
30 minutes of sonication at 40 Khz (ECO-SONICS). The dilution started with the higher
concentration of GO (100 pg/ml) and was later diluted, after the sonication, to generate
the lower concentrations of GO. The same procedure was performed with LA (Sigma),
but without sonication. For the co-exposure treatment, the GO and LA solutions were
separately prepared and then mixed in the appropriate concentrations before adding in the

culture medium.

Graphene oxide characterization

The Scanning electron microscopy (SEM, JEOL JSM 6010 — 20 kV), Transmission
Electron Microscopy (TEM, JEOL JEM-1400 — 120 kV) and Electron Dispersive
Spectroscopy (EDS, JEOL JEM-1400) were used for GO characterization. The samples

were prepared and manipulated following the same method used by Gonzalez-Durruthy
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et al. (2017). A solution with GO diluted in ultrapure water and sonicated for 90 minutes

was prepared to compare with the GO diluted in DMSO used for the study.

Cell culture

HT-22 mice hippocampal cells (kindly provided by Salk Institute for Biological Studies,
La Jolla, CA), were grown on culture bottles containing Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) with high glucose levels (Gibco) supplemented with sodium
bicarbonate (1,5 g/L) (Vetec), 10% fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen) and 1% of
antibiotics and antimicotic (penicillin [100 U/mL], streptomycin [100 U/mL], and

amphotericin [0.25 mg/mL]; Gibco). HT-22 cells were kept at 37 °C and 5% COx.

Experimental procedures

Before performing the experiments, cells were transferred to culture plates containing 24
and 96 wells. The cell concentrations seeded were 5x10* cells/well in the 24 wells plate
(used for ROS, total antioxidant capacity and oxygen consumption measurements) and
1x10* cells/well in the 96 wells plate (used for MTT). The exposure to GO (10, 50 e 100
pg/ml) (based on Wang et al., 2013), LA (5, 25 e 50 pM) (based on KleinKauf-Rocha et
al.,2013) or GO+LA (50 pg/mL + 25 uM and 100 pg/mL + 25 pM) was performed after

an adhesion period of 24 hours. The exposure times were 2 and 24 hours for all treatments.

Cell viability (MTT assay)
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The cells were exposed to (3(-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide, Sigma) to assess the mitochondrial dehydrogenases following the method of

Franco et al. (2009).

Intracellular ROS quantification

This method is based on the interaction of intracellular ROS and the fluorophore
compound 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (H2DCF-DA,Biogen) and was performed
according to Ramos et al. (2016). Phosphate buffered saline (PBS) was used as medium
in the reading process to avoid interference issues related to organic compounds present

in culture medium.

Antioxidant capacity against peroxide (ACAP)

Following the method of Amado et al. (2009), the antioxidant capacity against peroxide
was estimated measuring the cellular capacity to neutralize the ROS generated by the
thermolysis at 37°C of 2’-azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (ABAP,
Sigma). The amount of intracellular ROS was determined using 2°,7’-dichlorofluorescein

diacetate (H.DCF-DA, Biogen).

Cellular oxygen consumption

After the homogenization of 2 mL of cell suspension dissolved into culture medium

Clark’s electrodes (Oxygraph System Hansatech Instruments) were used to quantify the
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cellular oxygen consumption. The oxygen depletion was quantified over 5 minutes

following the method of Ramos et al. (2016).

Interference assay

To assess if GO was interfering in the tests that used fluorophores or chromophores, the
solutions with 10, 50 and 100 pg/ml were directly pipetted on the fluorescence and
absorbance reading plates. In the fluorescence assay, 15 pL of an extract containing
different concentrations of lysed cell were added to wells containing different
concentrations of GO dissolved in PBS and 10 pL of HoDCF-DA (or 10 pL of ultrapure
water for control treatments). The plate was immediately forwarded to reading process,
according to the specification of Amado et al., (2009). In the absorbance assay, 20 pL of
an extract containing different concentrations of lysed cell were added to wells containing
different concentrations of GO dissolved in culture medium without fetal bovine serum
and 20 pL of (3(-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, MTT).
After that, the plate was incubated for 3h and then immediately forwarded to reading

process, according to the specification of Franco et al., (2009).

Statistical analysis

Data were analyzed by two-way ANOVA (factors: exposure time and rGO and/or AL
containing treatments) except for the interference assay which was analyzed using one-
way ANOVA (factor: rGO concentrations). The data were previously evaluated for
normality and homogeneity of variances. Whenever necessary, mathematical

transformations were performed to adapt the data to normality and homogeneity of
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variances. The Newman-Keuls post-hoc was used for mean comparison of treatments

(@=0,05).

Results

Reduced graphene oxide characterization

The TEM and SEM analysis showed that GO had rough sheets with sharp edges (Fig.

1a,b,c). The SEM also revealed that the longer sonication time (90 min.) caused the

breaking of GO sheets (Fig. 1d).

SEl  20kV WD13mm S4( x3,500 S5pm — SEl  20kV WD13mm SS40 x3,500 Spm

FURG- CEME-SUL ME-SUL 0001

Figura 1. Characterization of reduced graphene oxide (GO). (A, B) Scanning electron microscopy (SEM) of
GO. (C) Transmission electron microscopy (TEM) of GO diluted in DMSO and sonicated for 30 min. (D)
Transmission electron microscopy (TEM) of GO diluted in ultrapure water and sonicated for 90 min.
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The analysis of the GO composition by EDS showed that the GO had significant values

of the following compounds: C (53.27%), O (43.67%), Na (2.42 %) and Cl (0.64%).

Cell viability

The MTT assay allows the quantification of formazan, a compound produced from MTT
salt through the activity of mitochondrial dehydrogenases. The assay was used here as a
measure of cell viability. There were no statistically significant (P> 0.05) differences
between control (DMSO), LA and GO groups in any concentration or exposure time
(Figure 2a and 2b). However, cells co exposed to 25 uM LA + 100 pg/ml GO showed
decreased viability after 24 hours (Figure 2c¢). The direct exposure of GO in the cell
lysates did not show evidence indicating interference in the assays that used the
chromophore (3(-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, MTT)

when compared to DMSO control (Figure 3a).
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Fig. 2. Cell viability in HT-22 cells after 2 (blue bars) or 24 h (yellow bars) of exposure to graphene oxide and/or
a-lipoic acid. (a) Cells exposed to a-lipoic acid (n=6). Cells exposed to (b) graphene oxide (n=6), (c) Cells exposed
to graphene oxide plus a-lipoic acid (n=6). Data are expressed as means =+ standard error. Similar letters indicate
absence of significant difference (P>0.05).
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Fig. 3. Interference assay to evaluate the effect of graphene oxide (GO) spiked to HT-22 cell lysates for (a)
measurement of dehydrogenase activity (MTT) (n=15); (b) measurement of reactive oxygen species (ROS)
concentration (n=5). Data are expressed as means =+ standard error. Similar letters indicate absence of significant
difference (P>0.05).

Intracellular ROS quantification

30



555

556

557

558

559

560

561

562

563

564

565

566

567

568

569

There was a reduction in the levels of intracellular ROS after exposure to LA in every
concentration and exposure time (Figure 4a), with the concentration of 50 uM showing
greater potential to minimize the production of ROS when compared to the 5 and 25 uM
treatments which were similar to each other. Furthermore, the solvent DMSO showed
antioxidant activity when compared to control after 2 hours of exposure (Figure 4a). In
contrast, GO treatment showed the opposite effect of LA, causing an increase in
intracellular ROS in 50 and 100 pg/mL concentrations in both exposure times, with a
greater increase in intracellular ROS in the 100 pg/mL treatment (Figure 4b). The
antagonism between the effects of LA and GO is demonstrated in the results of the co-
exposed groups. In the two exposure times, 25 uM of LA was capable to neutralize the
pro oxidant effect of 50 and 100 pg/mL of GO (Figure 4c¢), evidencing the strong
antioxidant effect of LA. However, in the cells exposed for 24 h, ROS reduction could be
explained by the reduction of cell viability (Figure 2¢). The direct exposure of GO in the
cell lysates did not show evidence indicating interference in the assays that used the

fluorophore DCF-DA when compared to DMSO control (Figure 3b).
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Fig. 4. Intracellular reactive oxygen species (ROS) in HT-22 cells after 2 (blue bars) or 24 h (yellow bars) of
exposure to graphene oxide and/or a-lipoic acid. (a) Cells exposed to a-lipoic acid (n=4). (b) Cells exposed to
graphene oxide (n=4). (c) Cells exposed to graphene oxide plus a-lipoic acid (n=4). Data are expressed as means
+ standard error. Similar letters indicate absence of significant difference (P>0.05).

Antioxidant capacity against peroxides

The determination of the cellular antioxidant capacity is essential to evaluate how the
cells cope with possible fluctuations in ROS production and also eventual modulation of
their antioxidant system. Although LA is largely recognized as an antioxidant, exposure
to 5 or 25 uM of this molecule for two hours lead to a reduction in the antioxidant capacity
compared to DMSO control (Figure 5a). However, this effect seems to be transient as
the antioxidant capacity of cells exposed to all concentrations of LA for 24 hours was like
control levels (Figure 5a). There was no effect of GO in the antioxidant capacity at any
concentration and exposure time when compared to DMSO control (Figure 5b), although
there was significant difference among the GO groups exposed for 24 hours, with cells
exposed to 100 pg/mL of GO showing better antioxidant capacity when compared to cells
exposed to either 10 or 50 pg/ml (Figure Sb). The combination of GO + LA showed no
statistically significant difference when compared to DMSO control in all exposure times
(Figure 5c¢), meaning that the reduction in antioxidant capacity caused by 2 hours of

exposure to pM of LA did not repeat itself when LA was combined with GO.
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Fig. 5. Antioxidant capacity against peroxide (ACAP) in HT-22 cells after 2 (blue bars) or 24 h (yellow bars) of
exposure to graphene oxide and/or a-lipoic acid. (a) Treatments: a-lipoic acid control (n=3); DMSO (n=4); 5, 25
and 50 pM of lipoic acid (n=4); (b) Treatments: graphene oxide control (n=3); DMSO (n=4); 10, S0 and 100
pg/mL or graphene oxide (n=3); (c) Treatments: graphene oxide plus a-lipoic acid control (n=4); DMSO (n=3);
50+25, 100+25 of graphene oxide (ng/mL) and lipoic acid (uM) (n=4). Data are expressed as means + standard
error. Similar letters indicate absence of significant difference (P>0.05).

Oxygen consumption

Oxygen is essential to the metabolism of aerobic organisms and a quantification of its
consumption can give an estimate of state of cellular metabolism. Exposing cells to either
LA or GO showed no effect in cellular oxygen consumption at any concentration or
exposure time (Figure 6a and 6b). However, after 24h of co-exposure to 100 pg/mL GO
+ 25 uM LA showed an increase in cellular oxygen consumption, indicating an increase

in cell metabolism.
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Fig. 6. Oxygen consumption (VO;) in HT-22 cells after 2 (blue bars) or 24 h (yellow bars) of exposure to graphene
oxide and/or o-lipoic acid. (a) Cells exposed to a-lipoic acid (n=4)., (b) Cells exposed to graphene oxide (n=4). (c)
Cells exposed to graphene oxide plus a-lipoic acid (n=4). Data are expressed as means =+ standard error. Similar
letters indicate absence of significant difference (P>0.05).

Discussion

The microscopy results showed that GO’s sheets have more similarity with the rGO
described in others studies (Fig. 1) (S. Liu et al., 2011; Gurunathan et al., 2013; Chatterjee
et al., 2014). Besides, the solution used in this study is similar to rGO’s solutions in other
studies (S. Liu et al., 2011; Gurunathan et al., 2012; Gurunathan et al., 2013; Chatterjee
et al., 2014). Based on these evidences, it seems that part of GO presented incomplete
oxidation of sheet surface, making GO’s solution and their structural characteristics
similar to reduced graphene oxide (rGO). For that reason, the discussion will proceed

based on rGO comparisons.

The data showed that LA decreased intracellular ROS concentration (Fig. 4) and did not
affect cell viability (Fig. 2). These results agree with other studies that also showed
similar findings to a broad range of concentrations and exposure times (Jones et a/., 2002;
Pirlich et al., 2002; Liu et al., 2008; Kleinkauf et al., 2013; Koriyama et al., 2013; D-W.
Li et al., 2013). On the other hand, GO increased the ROS production (Fig. 4), giving
support to results of previous studies that indicate a pro oxidant effect of GNM (Akhavan
etal.,2012; Das et al., 2013; Zhao et al., 2014). However, despite the toxicity showed in
other studies (Akhavan et al., 2013; Chatterjee et al., 2014; Das et al., 2013; Gurunathan
et al., 2013; Xing et al., 2016), the GO did not cause loss of viability in any of the
concentrations tested (Fig. 2). This effect may be associated with the way that GO
solutions were prepared, since their toxicity and incorporation is influenced by factors
such as the size of the molecules and the level of aggregation (Yue et al., 2012; Guo and

Mei, 2014; Zhao et al., 2014). Das et al. (2013) observed that the sheet break caused by
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time-dependent effects of sonication (40 kHz) increased the cytotoxicity of GO. In the
present study, the TEM images of GO sonicated for 90 min confirmed the sheet break
(Fig. 1d). Based on this observation, the present study used DMSO to improve GO
dispersion, and decreased the sonication time to avoid sheet breaks. Furthermore, it is
possible that the GO can interact with proteins present in fetal bovine serum forming a
protein corona, which could decrease GO toxicity, restraining the interactions with other
molecules (Akhavan et al., 2012; Ou et al., 2016). The protein corona may also decrease
the damage to cell membrane caused by sharp edges of GO (Li et al., 2013; Wang et al.,

2013; Guo et al., 2014; Zhao et al., 2014) and thus decreasing GO toxicity.

Both LA and GO did not decrease viability. However, the LA and GO co-exposure caused
time-dependent loss of viability in 100 pg/mL + 25 uM concentrations (Fig. 2). The
solutions containing 100 pg/mL GO + 25 uM LA were mixed together before been added
into culture medium and only then the medium plus solution was added to the cells. This
procedure was chosen to simulate the in vivo co-administration of these two substances.
Several studies reported the capability of GO to adsorb organic molecules (Hong ef al.,
2012; Wojtoniszak et al., 2012; Zhao et al., 2014; Wei et al., 2015). Therefore, it is
possible that the LA was adsorbed by GO and became part of the corona in the surface of
GO, improving the biocompatibility and dispersion of GO and decreased the levels of
aggregation. It is known that LA may act as a cofactor to mitochondrial dehydrogenases
(Lester Reed, 2001; Packer and Cadenas, 2011; Y. Li et al., 2013; Kiitter et al., 2014;
Mayr et al, 2014). Besides, GNM tend to locate near the mitochondria (Wang et al., 2013;
Zhou et al., 2014). Therefore, the increase of associated GO and LA cellular uptake could

also increase the probability of both getting to mitochondria.

When in the mitochondrial environment, GNM affect the electron transport chain (Wang

et al., 2013; Zhou et al.,, 2014), diverting electrons coming from mitochondrial
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complexes, which would interfere with the energy balance and reduce cell viability. As
shown on Fig. 4, LA exerts an antioxidant effect even more efficient when co-exposed
with GO and the GO pro-oxidant effect is lost. A viability loss also occurs (Fig. 2¢) and
an increase in oxygen consumption (Fig. 6¢) was observed at 100 pg/mL of GO + 25 uM
of LA after 24 hours of exposure. Besides, the antioxidant capacity was decreased after 2
hours of LA exposure (Fig. 5a). This probably occur due to the reduction of LA to DHLA,
which causes a direct competition with intracellular antioxidant enzymes, because both
need the reducing power of NAD(P)H that is also used for enzymes like lipoamide
dehydrogenase, thioredoxin reductase and glutathione reductase (Shay et al., 2009;
Rochette et al., 2013; Kiitter ef al., 2014). At first, the reduction of LA to DHLA may
have also consumed other reducing power sources such as GSH, since this molecule have

major role as peroxyl radical scavenger (Amado et al., 2009).

Furthermore this negative effect in antioxidant capacity is lost (Fig. 5¢) and the LA
antioxidant effect became more efficient (Fig. 4¢) during the co exposure of GO and LA.
These evidences indicate that the LA could be carried into mitochondria in greater
quantity and consequently acting right on the major source of ROS production. These
data suggest that after LA is adsorbed by GO and incorporated by the cell, the LA is
gradually released and continues to carry out its antioxidant activity while GO interferes
in mitochondrial metabolism bypassing electrons from mitochondrial complexes and
consequently oxidizing molecules like NAD(P)H and reducing the GO (Salas et al., 2010;
Khanra et al., 2012; Gurunathan et al., 2013). Because energy is extremely important for
cellular survival, an increase in metabolism occur (and with it, oxygen consumption) in
attempt to compensate GO interference. However, if GO remains in the mitochondrial

environment should continue to exert its interference in the metabolism, leading to energy
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deficit that causes cellular death. Besides, the deflected electrons could reduce Oz to H,O

what explains part of the increase in oxygen consumption caused by GO (Fig. 6c¢).

Nanomaterials have certain properties that can jeopardize the reliability of certain types
of analytical methods (Zhao et al., 2014; Ou et al., 2016, Monserrat et al., 2017). For
example, nanomaterials can interact with fluorophores and chromophores or attract
electrons, preventing those from interacting with the fluorophores and chromophores
(Monteiro-Riviere et al., 2009; Wei et al., 2015). Given that those effects of
nanomaterials could make the results imprecise, it is indispensable to elaborate tests
evaluating the possibility of interference of the nanomaterials with the results. Several
studies reported that nanomaterials interfere with analytical techniques that rely on the
use of fluorophores or chromophores (Monteiro-Riviere et al., 2009; Jachak et al., 2012;
Petersen et al., 2014 Zhou et al., 2014, Wei et al., 2015). However, the interference assays
carried out in this study did not show evidence of interference by GO with the fluorophore
DCF-DA or the chromophore (3(-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide, MTT) (Figure 3a,b). This interference assay and the other assays using DCF-
DA in this study were all performed without presence of culture medium, minimizing the
possibility of interaction between GO and organic molecules. Given that interaction of
nanomaterials with organic molecules is appointed as a contributor to the generation of
interference and experimental artifacts (Petersen et al., 2014; Wei et al., 2015), it may be
that GO did not caused interference in this study due to little interaction with organic
molecules, since ROS assays were carried out in PBS media. Thus, it is reasonable to
conclude that results shown here regarding levels of ROS and antioxidant capacity
represent biological responses and not experimental artifacts. In the MTT interference
assay, culture medium was used because a long incubation time was needed for

significant reduction of MTT salt and the cells would not survive that long in PBS.
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However, the fetal bovine serum was not added to culture medium to minimize the

interaction of GO with organic molecules.

Conclusions

The proper toxicological evaluation of potentially beneficial compounds is extremely
important to improve public health. Both LA and GO possess many potential
pharmacological applications and little or no evidence of toxicity by individual exposure
to either one those compounds were found with the methods used in this work. The results
indicate that LA is capable to act as an antioxidant in HT-22 cells and that GO elicits pro
oxidant effects, although those pro oxidant effects were not sufficiently strong to
influence neither cell metabolism nor cell viability. However, when cells were co exposed
to both LA and GO, the substances elicited toxic effects, showing a reduction in cell
viability and an increase in oxygen consumption. Taken together, the evidence presented
here indicates that oxidative stress may not be the only mechanism through which GO
can cause toxicity and its interference in the metabolism (elicited upon co exposure with

LA) may be the main cause of toxicity when the uptake of the nanomaterial is increased.
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Discussao geral

A discussdo acerca da toxicidade de nanomateriais ¢ sempre um assunto delicado.
Segundo Das et al. (2013), o rOG demonstra menor toxicidade quando comparado ao OG
e esse resultado levou o autor a aceitar a hipotese de que menores niveis de grupos
funcionais que contenham oxigénio levam a uma menor toxicidade. Em bactérias, Liu et
al. (2011) também encontrou menor toxicidade do rOG quando comparado ao OG ¢ o
grafite, que contém menos oxigénio em sua composicao, apresentou niveis ainda menores
de toxicidade. A literatura também caracteriza o rOG tdo toéxico quanto ou mais toxico
que o OG (Gurunathan et al., 2012; Jaworski et al., 2015). No entanto, parte das
informagdes que caracterizam o rOG como sendo tdo toxico ou mais que o OG parece ser
resultado de uma abordagem que extrapola efeitos toxicos do grafeno para o rOG, pela
maior similaridade destes dois nanomateriais (Guo et al., 2014; Zhao et al., 2014; Ou et
al., 2016). Esta abordagem pode gerar interpretacdes duvidosas, pois o rOG apresenta
efeitos similares tanto ao grafeno quanto ao OG, que possuem uma significante diferenca
em relacdo a caracteristicas fisico-quimicas e quantidade de grupos funcionais,
demonstrando que o rOG pode possuir efeitos relacionados as suas caracteristicas
estruturais. Além disso, os solventes utilizados no processo de reducdo para a obtencdo
do rGO podem deixar residuos e impurezas na estrutura do rGO e modificar seu nivel de
toxicidade e causar inconsisténcias nos resultados de diferentes estudos (Seabra et al.,

2014; Ou et al., 2016)

Apesar das contradi¢cdes entre varios estudos, ¢ comum a todos que o rOG apresenta
algum nivel de toxicidade (Liu et al., 2011; Gurunathan et al., 2012; Das et al., 2013;
Chatterjee et al., 2014; Jaworski et al., 2015). Logo, a relativa falta de toxicidade do OG
apresentada neste estudo foi inesperada, o que leva a pensar que talvez o preparo ¢ o
manejo da solug@o possam influenciar a toxicidade de NMG, evidenciando a necessidade
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de padronizacdo para determinar caracteristicas como as dimensdes estruturais e o estado
de agregacdo, além do solvente utilizado antes de avaliar quais as concentragdes seriam

mais seguras para a utilizacdo bioldgicas destes NMG.

Outro fator importante ¢ a interferéncia dos nanomateriais em diversos ensaios,
principalmente em ensaios que utilizam fluoréforos (Monteiro-Riviere et al., 2009;
Creighton et al., 2013; Jachak et al., 2014; Petersen et al., 2014; Zhou et al., 2014). Essa
interferéncia pode gerar artefatos experimentais e produzir falsas estimativas, aumentado
ou diminuindo os valores reais daquilo que é medido. O presente estudo ndo apresentou
interferéncia em relacdo a utilizagdo do fluor6foro DCF-DA, isso provavelmente ocorreu
devido a transferéncia da suspensdo celular para a leitura em uma placa livre de meio de
cultura, soro fetal bovino ou qualquer outra substancia que poderia interagir com o OG e
causar interferéncia nos resultados. Existem evidéncias de aumento da eficiéncia de NMG
em interferir “sequestrando” parte da fluorescéncia quando estes nanomateriais interagem
com substancias presente em meios de cultura e soro fetal bovino (Creighton et al., 2013;
Wei et al., 2015). Isso demonstra a importancia de avaliar a interferéncia de NMG
juntamente com outros ensaios realizados nos estudos e minimizar a interagdo de NMG
com outras moléculas, evitando assim possiveis interferéncias e validando os resultados
obtidos. Além disso, o presente estudo ndo demonstrou interferéncia na utilizagdo do
ensaio MTT na presenca de OG corroborando com o mesmo resultado encontrado por
Das et al. (2013). No entanto, Liao et al. (2011) evidenciou a interferéncia na utiliza¢ao
do ensaio MTT para avaliar a citotoxicidade do OG, onde o OG seria capaz de reagir com
o MTT gerando um falso positivo e mascarando uma possivel citotoxicidade. O teste de
interferéncia deste estudo foi realizado para testar a interferéncia com a presenga do OG
diretamente na placa, sem a realizagdo da lavagem do pogo ¢ mesmo assim ndo foi

evidenciada a interferéncia dos métodos que utilizaram fluordforos e cromoforos,
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demonstrando que dificilmente o OG possa ter interferido nos ensaios realizados, onde
ocorreu a lavagem dos pocos diminuindo drasticamente a quantidade de OG presente na

realizacdo dos ensaios.

Diversos estudos presentes na literatura reportam o estresse oxidativo como principal
mecanismo de acdo para a toxicidade do rOG (Guo et al., 2014; Zhao et al., 2014; Ou et
al., 2016). Neste estudo, apesar o OG ter demonstrado um aumento na geragdo de ROS,
a capacidade antioxidante total e a viabilidade ndo foi afetada, o que leva a conclusdo de
que o estresse oxidativo pode ndo ser a principal causa de toxicidade de OG, mas talvez
esteja mais relacionado ao metabolismo e interagdo com outras moléculas. No entanto,
para melhor confirmar essa hipdtese, outros pardmetros como atividade de enzimas
antioxidantes, integridade da estrutura e ocorréncia de peroxidacdo lipidica de
membranas, atividade metabolica e quantificacdo do estado energético celular devem ser
verificados. Além disso, testes in silico e através de técnicas de deteccdo quimica devem
ser empregados para melhor elucidar a interacdo do OG com outras moléculas e se sua

toxicidade esta sendo afetada.
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