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RESUMO 

 

A barreira hematoencefálica (BHE), localizada na interface sangue-cérebro, é uma estrutura 

dinâmica destinada a manter a homeostasia do sistema nervoso central (SNC) através da 

regulação altamente restritiva propiciada por barreiras físicas e moleculares, tanto paracelulares 

quanto transcelulares. Entretanto, a BHE também restringe a entrada de agentes terapêuticos 

importantes para o tratamento de desordens do SNC. Dentre as abordagens utilizadas para 

superar o problema, a utilização de nanomateriais é particularmente promissora. Os 

nanomateriais de carbono despertam grande interesse devido às extraordinárias propriedades 

físico-químicas que apresentam e ao fato de que a (sub)organização celular do SNC e dos 

nanomateriais a base de carbono compartilharem semelhanças morfológicas e funcionais. Na 

primeira fase deste projeto, analisamos (i) a capacidade do óxido de grafeno reduzido (rGO) 

modular a permeabilidade da BHE de ratos Wistar adultos, (ii) os possíveis mecanismos 

envolvidos neste processo, (iii) a toxicidade deste nanomaterial 15 minutos, 1 hora, 3 horas e 7 

dias após administração de uma dose intravenosa única (7 mg/kg). rGO concentrou-se 

principalmente no tálamo e hipocampo, com pico de distribuição ocorrendo às 3 horas, como 

detectado por espectroscopia de massas por imagem. A presença sistêmica de rGO induziu 

abertura transitória da BHE no hipocampo dos animais como demonstrado em nível anatômico 

(infusão de azul de Evans), subcelular (microscopia eletrônica de transmissão) e molecular 

(expressão de proteínas da via paracelular e transcelular). Os ratos tratados com rGO mostraram-

se clinicamente indistinguíveis dos animais controle injetados com veículo (água destilada). 

Análises hematológicas, histopatológicas (marcadores de neurônios e astrócitos), bioquímicas 

(avaliação nefrotoxicidade e hepatotoxicidade) e testes genotóxicos mostraram que a injeção de 

rGO produziu efeitos toxicológicos mínimos nos tempos avaliados. Comparando com o grupo 

controle, os animais tratados com rGO apresentaram diminuição nos níveis de ureia 3 horas pós-

tratamento e aumento na atividade de superóxido-dismutase 1 hora e 7 dias pós-tratamento. 

Alterações intra-rGO-grupos foram leucocitose (rGO-1 hora vs. rGO-3 horas) e leucopenia 

(rGO-3 horas vs. rGO-7 dias), no entanto, nenhuma resposta inflamatória foi observada no soro 

e no hipocampo, região onde a BHE foi permeabilizada. Na segunda fase do projeto, foram 

realizados testes in vivo e in vitro com rGO funcionalizado com o polímero polietilenoglicol 

(PEG 6.000). A peguilação tem sido usada para melhorar as características físico-químicas dos 

nanomateriais. Com a concentração mais elevada (100 g/ml), rGO não funcionalizado 



 
 

apresentou baixa toxicidade, enquanto rGO-PEG induziu efeitos deletérios e morte em cultura 

primárias de astrócitos e células endoteliais de cérebro de ratos. Corroborando os dados in vitro, 

houve progressiva diminuição na expressão de marcadores astrocitários (GFAP e conexina-43) e 

marcadores da junção de oclusão, adesão e lâmina basal (ocludina, β-catenina e laminina) após 

injeção de rGO-PEG in vivo, dados estes indicativos de ruptura da BHE. A formação intracelular 

de espécies reativas de oxigênio in vitro e o aumento no sistema antioxidante enzimático in vivo 

induzido por rGO-PEG sugerem danos mediados por estresse oxidativo. Concluímos que dentro 

das condições experimentais utilizadas rGO, mas não rGO-PEG, pode ser uma ferramenta 

promissora a ser testada como veículo para entrega de fármacos que possuem difícil acesso ao 

SNC. 

 

Palavras-chave:  Barreira hematoencefálica. Nanomateriais. Óxido de grafeno reduzido. 

Toxicidade. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The blood brain barrier (BBB), located on the blood-brain interface, is a dynamic structure 

destined to maintain the homeostasis of central nervous system (CNS) through the highly 

restrictive control afforded by physical and molecular barriers from paracellular and transcellular 

pathway. However, BBB also restricts the entry of important therapeutic agents for the treatment 

of CNS disorders. Among the approaches used to overcome this problem, the use of 

nanomaterials is particularly promising. Carbon-based nanomaterials arouse great interest due to 

their extraordinary physicochemical properties and morphological and functional similarities 

shared between the (sub)cellular organization of the CNS and carbon-based nanomaterials. In 

the first part of the project, we analyze (i) the ability of reduced graphene oxide (rGO) to modulate 

the permeability of BBB in adults Wistar rats, (ii) the possible mechanisms involved in this 

process, (iii) the toxicity of this nanomaterial 15 minutes, 1 hour, 3 hours and 7 days after a single 

intravenous administration (7 mg/kg). rGO were mainly concentrated in thalamus and 

hippocampus, with peak of distribution occurring at 3 hours, as detected by mass spectroscopy 

imaging. Systemic presence of rGO induced transient opening of the BBB in the hippocampus 

of animals as shown at anatomical (Evans blue dye infusion), subcellular (transmission electron 

microscopy) and molecular (expression of paracellular ans transcellular pathway proteins) levels. 

The rGO-treated rats were clinically indistinguishable from controls animals injected with vehicle 

(distilled water). Hematological, histopathological (neurons and astrocytes markers), biochemical 

(nephrotoxicity and hepatotoxicity assessment) and genotoxicological based tests showed that 

systemic rGO injection seemed to produce minimal toxicological effects at the time points 

assessed. Regarding the control group, rGO-treated animals exhibited reduction in blood urea 

nitrogen level 3 hours post-treatment and increases in superoxide dismutase activity 1 hour and 

7 days post-treatment. Intra-treated groups alterations involved leukocytosis (rGO-1 hour vs. 

rGO-3 hours) and leukopenia (rGO-3 hours vs. rGO-7 days), nevertheless, no inflammatory 

response was induced in the serum and hippocampus, the permeabilized region of BBB. In the 

second part of the project, in vivo and in vitro tests were carried out using rGO functionalized 

with polyethylene glycol (PEG 6,000). The PEGylation has been used to improve the 

physicochemical characteristics of nanomaterials. Using the highest concentration (100 µg/ml), 

non-functionalized rGO showed low toxicity whereas rGO-PEG induced deleterious effects and 

death in primary culture of astrocytes and rat brain endothelial cells. Corroborating the in vitro 



 
 

data, there was a progressive decrease in the expression of astrocytic markers (GFAP and 

connexin-43), tight and adherens junctions and basal lamina (occludin, β-catenin and laminin) 

markers after rGO-PEG injection in vivo, indicating BBB disruption. The formation of 

intracellular ROS in vitro and the increase in the enzymatic antioxidant system in vivo induced 

by PEGylated rGO indicated oxidative stress-mediated damage. We concluded that within the 

experimental conditions used rGO, but not rGO-PEG, could be a promising tool to be tested as 

a carrier for delivery of drugs that have difficult access to the CNS. 

 

Key words: Blood-bain barrier.  Nanomaterials. Reduced graphene oxide. Toxicity.  
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I INTRODUÇÃO 

 

1 Barreira Hematoencefálica 

 

A barreira hematoencefálica (BHE) é uma barreira seletiva altamente 

especializada localizada na interface entre o sangue e o cérebro. Sua principal função é 

manter a homeostasia do sistema nervoso central (SNC) através da regulação do 

transporte de nutrientes, eletrólitos e metabólitos entre o sangue e o SNC [1]. 

A figura 1 apresenta uma representação esquemática dos componentes da BHE.       

Células endoteliais de um capilar cerebral cercado por pericitos envolvidos por uma 

densa membrana basal e pés astrocitários. Em conjunto com os neurônios, estes 

componentes formam a unidade neurovascular [2]. 

 

 

 

Fig.1 Componentes celulares da barreira hematoencefálica. A BHE é formada por células endoteliais 

rodeadas por pericitos, lâmina basal e pés astrocitários. O esquema mostra ainda a interação de astrócitos 

com neurônios e a presença de micróglias. Retirado de [3]. 
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1.1 Unidade Neurovascular 

 

1.1.1 Células endoteliais 

 

As células endoteliais cerebrais apresentam um fenótipo que as faz diferentes das 

células endoteliais localizadas em outros locais. São células altamente polarizadas que 

expressam transportadores de influxo e efluxo específicos e são conectadas por junções 

intercelulares denominadas junções de oclusão (tight junctions), junções de adesão 

(adherens junctions) e junções comunicantes (gap junctions) (Fig. 2) [4]. 

 

 

Fig. 2 Componentes moleculares das junções endoteliais. Claudinas, ocludinas, JAM (Junctional Adhesion 

Molecules) e ESAM (Endothelial Cell-Selective Adhesion Molecules) estão localizadas nas junções de 

oclusão; VE-Caderina nas junções de adesão e conexinas nas junções comunicantes. Nectina está presente 

tanto nas junções de oclusão quanto nas junções de adesão, enquanto PECAM (Platelet Endothelial Cell 

Adhesion Molecule), Protocadherin-12, CD99 e S-endo 1 estão fora destas estruturas. Tanto as junções de 

oclusão quanto as junções de adesão estão ligadas ao citoesqueleto de actina através de proteínas acessórias 

da família da ZO (Zonula occludens) e cateninas. Adaptado de [5]. 
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As junções de oclusão apresentam duas funções primordiais, a função de barreira 

que impede a livre passagem de substâncias e a função de “portão” que controla a 

passagem paracelular de íons e solutos entre as células [6]. São formadas por proteínas 

integrais de membranas denominadas claudina, ocludina, molécula de adesão juncional e 

molécula de adesão seletiva à célula endotelial e várias proteínas citoplasmáticas 

acessórias, destacando-se a zonula occludens (ZO), ZO-1, ZO-2 e ZO-3. Estas proteínas 

acessórias conectam as proteínas de membrana à actina para a manutenção da 

integridade estrutural e funcional do endotélio [7]. 

As junções de adesão executam várias funções incluindo a iniciação e estabilização 

da adesão celular, regulação do citoesqueleto de actina, sinalização intracelular e 

regulação da transcrição. São compostas por glicoproteínas transmembrana da 

superfamília caderina, que interagem com os membros da família das cateninas (α, β e γ). 

Em conjunto, estas proteínas controlam a formação, manutenção e funções das junções 

de adesão [8]. 

As junções comunicantes são canais de baixa resistência responsáveis pela 

comunicação entre o citoplasma de células adjacentes, permitindo a transferência 

intercelular de pequenos solutos tais como íons, metabólitos e segundos mensageiros. São 

constituídas pela união de dois hemicanais protéicos denominados conexons. Um 

conexon é composto por seis subunidades de proteínas integrais de membrana, as 

conexinas (Cx). Diferentes regiões do organismo apresentam isoformas distintas de 

conexinas. Em relação ao SNC, pelo menos 11 isoformas foram detectadas incluindo 

Cx26, Cx29, Cx30, Cx32, Cx33, Cx37, Cx36, Cx40, Cx43, Cx45, and Cx47 [8]. 

Entretanto, ainda não foi bem estabelecido quais isoformas estão presentes na BHE. Há 

um consenso apenas sobre a presença da Cx43 em todos os componentes da unidade 

neurovascular [9]. 

 

1.1.2 Pericitos  

 

Os pericitos são células perivasculares que circundam parcialmente as células 

endoteliais de capilares e pequenas vênulas. Tanto os pericitos quanto as células 

endoteliais estão associados a proteínas da matriz extracelular da lâmina basal. Eles são 

responsáveis pela regulação de várias funções neurovasculares necessárias para a 

homeostase do SNC incluindo manutenção do fluxo sanguíneo, angiogênese e 
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estabilidade vascular; clearance de metabólitos tóxicos e manutenção da permeabilidade 

da BHE e da lâmina basal [10]. 

Sob condições normais, os pericitos são relativamente quiescente; entretanto, sob 

condições estressantes ou lesões, os pericitos sofrem alterações fenotípicas e funcionais 

que podem incluir migração, proliferação ou diferenciação contribuindo para a 

patogênese da doença [11]. 

 

1.1.3 Lâmina basal 

 

A lâmina basal é uma camada de matriz extracelular composta por colágeno tipo 

IV, laminina, fibronectina, entactina, trombospondina e várias proteoglicanas [12]. É 

utilizada como um local de ancoragem e de sinalização para as interações célula-célula 

[1]. Estas interações podem estimular a expressão de proteínas das junções de oclusão, 

indicando que, embora essas proteínas constituam a principal barreira para difusão 

paracelular, as proteínas da lâmina basal estão provavelmente envolvidas na sua 

manutenção [2].  

No SNC, os vasos sanguíneos são envolvidos por uma camada interna (endotelial) 

e outra externa (parenquimal) de lâmina basal. A lâmina basal endotelial é secretada por 

células endoteliais e pericitos, que estão envoltos nesta lâmina. Já, a lâmina basal 

parenquimal é secretada por astrócitos e conecta os pés astrocitários à lâmina basal 

através de interações proteína-proteína. Dessa forma, o acesso de moléculas e células ao 

parênquima cerebral requer não apenas a travessia das junções das células endoteliais 

mas também ambas camadas de lâmina basal [4]. 

 

1.1.4 Astrócitos 

 

Os astrócitos são as células gliais mais abundantes do SNC. Apresentam um 

formato estrelado; núcleo grande, ovoide ou ligeiramente irregular e citoplasma com a 

proteína ácida fibrilar glial (GFAP, do inglês  glial fibrillary acidic protein), um filamento 

intermediário exclusivo dessas células no SNC. De acordo com a morfologia de seus 

prolongamentos citoplasmáticos e sua localização no SNC podem ser divididos em dois 

subtipos principais, astrócitos protoplasmáticos e astrócitos fibrosos.  Os astrócitos 

protoplasmáticos são encontrados na substância cinzenta e exibem poucos curtos e 

espessos prolongamentos que, consequentemente, são pouco reativos à marcação com 
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GFAP. Astrócitos fibrosos são encontrados na substância branca e exibem numerosos 

longos prolongamentos com aparência clássica “star-like”, que se coram facilmente com 

GFAP [13]. 

Várias pesquisas tem demonstrado a importância dos astrócitos na manutenção 

das propriedades da BHE,  tanto em condições normais quanto patológicas. Os astrócitos 

secretam moléculas que são importantes para a regulação das interações entre os 

componentes da BHE [14]. Eles fornecem apoio metabólico e estrutural aos neurônios 

através de redes extensas formadas pelos canais das junções comunicantes, 

principalmente Cx43 [15]. 

Os prolongamentos dos pés astrocitários apresentam canais de água (Aquaporina-

4) e um canal retificador de potássio (Kir 4.1), que estão envolvidos respectivamente na 

regulação da passagem de água e potássio para o interior das células [16], contribuindo 

para manutenção da homeostase do microambiente neural e modulando as transmissões 

sinápticas. Além disso, os astrócitos produzem moléculas antioxidantes como glutationa, 

ascorbato e superóxido dismutase e um grande número de fatores de crescimento e 

neurotrofinas, importantes para a sobrevivência das células cerebrais durante os 

processos neurodegenerativos [14]. 

Em casos de injúria cerebral, os astrócitos tornam-se reativos e respondem 

rapidamente através de um fenômeno denominado astrogliose reativa. Em casos leves e 

moderados, a astrogliose reativa caracteriza-se por um aumento variável da expressão de 

GFAP e de outros genes, bem como hipertrofia astrocitária. Enquanto em casos severos, 

há um aumento acentuado na expressão de GFAP e de outros genes, juntamente com 

hipertrofia e proliferação astrocitária [17]. 

 

1.1.5 Neurônios e interneurônios 

 

Devido aos seus mecanismos de homeostase altamente sofisticados, os neurônios 

podem ser considerados  “the pacemaker” da unidade neurovascular. Os neurônios 

detectam variações muito pequenas em seu suprimento de nutrientes e oxigênio, e 

transformam estes sinais em mensagens elétricas e químicas para os interneurônios 

adjacentes ou astrócitos. Em resposta a estes sinais, mecanismos de ajuste são ativados. 

Quando necessário, os neurônios se comunicam com os vasos sanguíneos influenciando 

o tônus vascular e, consequentemente, o fornecimento de sangue para a área ao seu redor 

[18]. 
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Uma das formas de detectar os neurônios e diferenciá-los das demais células do 

sistema nervoso é utilizar o marcador Neuronal Nuclei (NeuN). Desde sua descoberta, 

NeuN tornou-se um dos marcadores neuronais mais utilizados devido seu amplo padrão 

de distribuição no sistema nervoso e localização específica no núcleo de neurônios 

maduros. Entretanto, estudos recentes tem argumentado que a imunoreatividade de 

NeuN pode variar durante certas doenças e estados fisiológicos exigindo cautela na 

interpretação dos resultados [19]. 

O sistema imunológico também desempenha um papel importante no SNC em 

relação à sobrevivência e morte neuronal. As citocinas podem atuar no SNC como 

fatores de crescimento neuronal e/ou como neurotoxinas, desempenhando, portanto, um 

papel importante em diversas doenças neurológicas e trauma cerebral [20]. 

 

1.2 Vias de acesso ao SNC através da BHE 

 

Um dos principais desafios no desenvolvimento de agentes terapêuticos para o 

tratamento de desordens cerebrais é a dificuldade de atravessar a BHE e chegar ao SNC. 

Como ilustrado na figura 3, há diferentes vias de transporte pelo qual moléculas podem 

atravessar a BHE, dentre elas: 

 

a) Via paracelular: pequenas moléculas hidrofílicas (< 3 nm) difundem-se passivamente 

através das junções interendoteliais. Esta via caracteriza-se por alta condutância e baixa 

seletividade. A permeabilidade da via paracelular é mantida pelo equilíbrio entre a força 

contrátil gerada no citoesqueleto endotelial e a força adesiva produzida nas junções 

célula-célula e pelo contato célula-matriz [21]. 

 

b) Via transcelular: em geral o transporte transcelular passivo está limitado a pequenas 

moléculas lipossolúveis que difundem-se através da bicamada lipídica e entram no SNC. 

Normalmente, estas moléculas apresentam peso molecular < 500 Da, log Poct  entre 2-4 e 

número de doadores de ligações de hidrogênio menor que 5. São exemplos, pequenas 

moléculas gasosas (CO2  e O2), barbitúricos, etanol e cafeína [22]. 

 

c) Proteínas específicas de transporte: utilizadas para o transporte de moléculas essenciais 

à sobrevivência das células cerebrais. Por exemplo, para o transporte de glicose utiliza-se 

o transportador de glicose GLUT-1, enquanto aminoácidos são transportados através do 
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transportador LAT-1. A ligação com a molécula provoca uma alteração conformacional 

na proteína transportadora, resultando no transporte da molécula para o outro lado da 

membrana,  a favor do gradiente de concentração. Se a molécula necessitar se mover 

contra o gradiente de concentração, o ATP pode fornecer a energia necessária para 

facilitar o processo  [3, 21]. 

 

d) Bombas de efluxo: os transportadores de efluxo, como a glicoproteína-P  (P-gp) e as 

MRPs (Multidrug Resistance-Associated Proteins), realizam a retirada de metabólitos 

tóxicos a partir do cérebro e impedem a entrada de compostos potencialmente 

neurotóxicos provenientes do sangue. São um dos principais obstáculos para o acúmulo 

de uma vasta gama de moléculas biologicamente ativas no cérebro [3, 21]. 

 

e) Transcitose mediada por receptor: as células endoteliais do cérebro apresentam 

receptores para transferência de moléculas hidrofílicas maiores e essenciais, tais como 

hormônios, fatores de crescimento, ferro, insulina e lipoproteínas. A ligação do ligante no 

receptor resulta em endocitose, seguida da internalização da vesícula endocítica até a 

superficie oposta e exocitose [23]. 

 

f) Transcitose adsortiva:  é provocada por uma ligação eletrostática entre moléculas 

carregadas positivamente e a superfície da membrana plasmática que é carregada 

negativamente. Esta interação induz a formação de vesículas com posterior internalização 

e exocitose [23]. 

 

g) Transcitose mediada por células: trata-se de um mecanismo conhecido como "cavalo 

de Tróia". Esta rota de transporte depende de células do sistema imunológico para 

atravessar a BHE sem danificá-la. Ao contrário das vias de transporte mencionadas 

acima, que normalmente permitem a passagem apenas de moléculas com propriedades 

específicas, a transcitose mediada por células é única na medida em que pode ser 

utilizada praticamente por qualquer tipo de molécula ou material, bem como sistemas de 

carreadores particulados  [3]. 
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Fig. 3 Vias de acesso ao SNC através da BHE.  As vias de transporte “a – f” são comumente utilizadas por 

solutos, enquanto a via “g” envolve monócitos, macrófagos e outras células do sistema imune e pode ser 

utilizada por qualquer fármaco livre ou mesmo  incorporado em lipossomas ou nanopartículas. Retirado de 

[3]. 

 

1.3 Estratégias para a entrega de fármacos através da BHE 

 

Considerando as características da BHE, nota-se que a entrega de fármacos para o 

SNC é algo extretamente complexo. Durante as últimas décadas, multiplas estratégias 

vem sendo desenvolvidas para contornar os obstáculos e desenvolver terapias mais 

eficazes para o tratamento de desordens neurológicas (Fig. 4). 

 

Fig. 4 Estratégias para entrega de fármacos para o SNC. 
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1.3.1 Administração local 

 

A maneira mais direta de contornar a BHE é entregar os fármacos diretamente 

no local alvo dentro do SNC. Através de implantes ou injeções em bolus intermitentes, é 

possível maximizar a quantidade de fármaco que atinge o tecido alvo com mínima 

exposição do tecido saudável circundante. Dessa forma, há redução dos efeitos colaterais 

que a presença do fármaco na circulação sistêmica provocaria. Trata-se de uma 

importante estratégia para o tratamento de tumores cerebrais, uma vez que os agentes 

quimioterápicos são substâncias extretamente tóxicas [24, 25]. 

 

1.3.2 Administração via intranasal 

 

A administração intranasal é uma via alternativa para a entrega de fármacos ao 

SNC já que permite o acesso direto ao cérebro sem a participação da BHE. Uma vez que 

o fármaco atravessa o epitélio, ele difunde-se através do nervo olfatório e/ou do trigêmeo, 

distribuindo-se por todo o cérebro (Fig. 5) [26]. 

 

 

 

Fig. 5 Representação esquemática das possíveis vias envolvidas no transporte de drogas do nariz ao cérebro 

e à corrente sanguínea sistêmica. 
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 Como a via de administração intranasal é um método seguro e eficaz, muitas 

formulações vem sendo desenvolvidas, diversas patentes já foram registradas [27] e 

algumas formulações já estão presentes no mercado [28]. Entretanto, há algumas 

limitações para o uso da administração intranasal. Por exemplo, concentrações diferentes 

podem ser obtidas em diferentes regiões do cérebro e da medula espinal. A eficiência da 

entrega do fármaco tende a diminuir com o aumento do seu peso molecular. Além disso, 

se houver irritações na mucosa nasal esta via deve ser evitada [24]. 

 

1.3.3 Modulação da BHE 

 

Nas últimas duas décadas, houve um aumento gradual do conhecimento e 

compreensão das moléculas envolvidas nas junções de oclusão e adesão e, em paralelo, a 

descoberta de que moduladores poderiam ser utilizados para realizar a abertura da BHE, 

variando desde substâncias químicas e biológicas à estímulos físicos. A base racional para 

a modulação da abertura das junções de oclusão baseia-se no fato de que sua abertura é 

um fenômeno associado a muitas doenças cerebrais e muitos moduladores já foram 

caracterizados; esta modulação pode permitir a passagem através da BHE tanto de 

pequenas moléculas hidrossolúveis quanto de macromoléculas incluindo sistemas de 

entrega de drogas, tais como lipossomos, nanopartículas, micelas, conjugados de 

polímeros; a utilização de estímulos físicos, tal como ultrassons, proporcionam uma 

permeabilização local temporária da BHE, permitindo, portanto, a entrega de fármacos 

em locais específicos de forma não invasiva [3]. 

 

Abordagem química 

 

A abordagem química mais comum de entrega de drogas no SNC é a utilização 

de pró-fármacos. Os pró-fármacos são definidos como compostos que necessitam de 

biotransformação prévia antes de se tornarem um agente farmacológico ativo. Eles foram 

desenvolvidos de modo a melhorar as propriedades físico-químicas, farmacêuticas e/ou 

farmacocinéticas de compostos farmacologicamente potentes. Três estratégias básicas têm 

sido utilizadas para facilitar o transporte de pró-fármacos para o SNC: (i) aumento da 

difusão passiva através da conversão de grupos funcionais não-polares em grupos polares, 

a chamada lipidização de moléculas; (ii) aumento do transporte mediado por proteínas 

específicas ou receptores endógenos, e (iii) diminuição do efluxo do fármaco a partir do 
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cérebro para o sangue. A fim de atingir doses terapeuticamente eficazes no SNC, o 

processo de biotransformação do pró-fármaco deve ser lento nos tecidos periféricos e 

rápido no cérebro. Além disso, tendo em conta a complexidade anatômica do SNC, a 

biotransformação deve ser limitada a certas estruturas cerebrais [29]. 

A diminuição do efluxo do fármaco a partir do cérebro para o sangue pode ser 

obtida através da modulação das bombas de efluxo expressas nas células endoteliais dos 

capilares cerebrais. Dentre todas as bombas de efluxo, a P-gp transporta o maior número 

de fármacos comumente utilizados (medicamentos anticancerígenos, antibióticos, 

antieméticos, antiepilépticos, esteróides, entre outros) e é, portanto, o alvo mais óbvio 

para modulação. Os mecanismos pelos quais a atividade da P-gp na BHE podem ser 

moduladas incluem inibição direta por inibidores específicos, modulação funcional e 

modulação transcricional. Cada mecanismo tem o potencial de reduzir a função de P-gp 

seletivamente e, por conseguinte, aumentar a permeabilidade no cérebro de fármacos 

que são substratos de P-gp [30]. 

 

Abordagem biológica 

 

Abordagens biológicas para entrega de fármacos no SNC emanam principalmente 

da compreensão das nuances fisiológicas e anatômicas dos sistemas de transporte através 

da BHE. Segundo Chen & Liu [3], o melhor sistema é aquele que possa satisfazer as 

seguintes características: 

- A superfície do fármaco deve ser quimicamente modificada. Deve apresentar um 

dispositivo capaz de interagir com as proteínas, receptores ou células apresentados na 

superfície da BHE e assim facilitar a absorção do fármaco; 

- O fármaco pode ser encapsulado em um sistema de entrega de droga com superfície 

modificada, tal como lipossomas ou nanopartículas.  

- O sistema de entrega do fármaco deve ser não imunogênico, a menos que tem como 

alvo os monócitos/macrófagos.  

 - O alvo deve ser um receptor específico, reduzindo assim os potenciais efeitos colaterais 

e aumentando a eficiência do transporte; 

- Todos sistemas devem possuir tamanho específico, para que as suas propriedades sejam 

uniformes e consistentes e o seu destino biológico possa ser controlado. 

- O revestimento com polímeros, tal como polietilenoglicol (PEG), pode prolongar o 

tempo de circulação do sistema de entrega.  
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Estímulos físicos 

 

Desde a década de 1950, evidências demonstram a capacidade do ultrassom em 

provocar a abertura da BHE. Entretanto, nessa época, para atingir a energia suficiente 

para produzir efeitos no cérebro era necessária a realização de uma craniotomia. Um 

progresso importante foi obtido quando microbolhas de gás foram introduzidas no fluxo 

sanguíneo antes da exposição ao ultrassom, permitindo que a BHE fosse transientemente 

(6 a 24 horas) aberta no foco do ultrassom, sem dano neuronal agudo. Assim, a 

introdução de núcleos de cavitação na corrente sanguínea reduziu a intensidade 

necessária para produzir a abertura da BHE, facilitando a aplicação da técnica uma vez 

que não era mais necessária a realização de craniotomia, e diminuindo o risco de danos 

aos tecidos [31, 32]. 

 

Abertura temporária  

 

A injeção intra-arterial de soluções hiperosmóticas tais como manitol e arabinose, 

tem sido utilizada clinicamente para facilitar a entrada de fármacos no cérebro. Estas 

soluções provocam retração das células endoteliais por puxar osmoticamente a água para 

fora da célula, o que resulta no desacoplamento dos domínios extracelulares das 

proteínas das junções de oclusão e, consequentemente, sua abertura temporária. Este 

método produz uma abertura transiente e difusa da BHE, permitindo a entrega de 

diversas substâncias terapêuticas [33]. Embora tal abordagem seja utilizada clinicamente 

como um instrumento eficaz para a entrega de fármacos para grandes regiões do cérebro, 

trata-se de um procedimento um pouco mais invasivo que pode exigir anestesia geral, e 

levar a efeitos colaterais graves, como convulsões, bradicardia e hipotensão [31]. 

 Destacamos também a ação de alguns excipientes farmacêuticos sobre a BHE. 

Um dos excipientes farmacêuticos mais utilizados, o dodecil sulfato de sódio, induz um 

extenso, mas reversível, extravasamento de azul de Evans e de ácido α-aminoisobutírico 

(25-100 µg/kg) em ratos [34]. Isto não é surpreendente considerando que o dodecil 

sulfato de sódio é um tensoativo aniônico que pode interagir com os lípidos ou proteínas 

na membrana celular. Outros excipientes como etanol, glicerol e dimetilsulfóxido 

(DMSO) em concentrações maiores que 1 g/kg são capazes de induzir abertura da BHE. 

A administração de 0,2 ml de uma solução 50% de etanol ou DMSO em um 

camundongo de 25 g é equivalente a uma dose de 4 g/kg. Baixas doses (3 mg/kg) de 
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polissorbato-80 (Tween-80) já são capazes de induzir a abertura da BHE, permitindo a 

passagem de neuropeptideos que anteriormente não eram capazes de atravessar a BHE 

[35]. 

Alguns compostos vasoativos, incluindo prostaglandinas, leucotrienos, bradicinina 

e histamina, podem aumentar seletivamente a permeabilidade de capilares cerebrais em 

estados patológicos. Capilares cerebrais normais tendem a resistir aos efeitos destes 

compostos por meio de uma "barreira enzimática" que inativa-os. Em contraste, esta 

barreira enzimática é perdida em certos estados patológicos, permitindo que os 

compostos vasoativos aumentem seletivamente a permeabilidade dos capilares anormais. 

Clinicamente, a infusão intracarotídea de agentes vasoativos pode aumentar a quantidade 

de fármaco que chega ao tecido doente. Ao contrário do uso de soluções hiperosmóticas, 

este é um método menos invasivo e, possivelmente, uma técnica mais confiável já que 

afeta principalmente a vasculatura [23]. 

 Outro agente utilizado no passado para abrir temporariamente as junções de 

oclusão foi o Cereport (RMP- 7 ou labradimil), um agonista seletivo do receptor B2 de 

bradicinina. Cereport aumenta seletivamente a absorção do fármaco no tumor cerebral 

sem provocar efeitos adversos nas áreas não permeabilizadas do cérebro, uma vez que 

não apresentava toxicidade por si só. Apesar dos resultados positivos obtidos nos 

modelos animais e na fase I dos ensaios clínicos, os resultados da fase II foram 

inconsistentes. Houve atividade significativa em pacientes com glioma maligno recorrente 

após radioterapia, ao passo que, foi ineficiente em gliomas infantis de alto grau de 

malignidade e gliomas do tronco cerebral. Isso destaca o desafio de traduzir a pesquisa 

experimental em terapia clínica [36, 37]. 

Embora estas abordagens sejam benéficas para o tratamento de tumores e outras 

desordens cerebrais, elas podem trazer riscos adicionais, pois enquanto a BHE 

permanece aberta outras substâncias potencialmente danosas podem ter acesso ao SNC. 

Dessa forma, a utilização de qualquer uma das abordagens citadas anteriormente requer 

uma análise toxicológica completa, tanto da substância isolada quanto dos efeitos que ela 

pode causar em órgãos vitais do organismo. 

 

2 Nanomateriais  

 

Dentre todas as estratégias peculiares descritas no item anterior, uma delas vem se 

destancando nos últimos anos, a utilização de nanomateriais. A Comissão Europeia 
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estabeleceu em 2011 a recomendação 2011/696/UE, definindo nanomateriais como um 

material de origem natural ou manufaturado, que contém partículas num estado 

desagregado, agregado ou aglomerado, e em cuja distribuição número-tamanho 50% ou 

mais das partículas apresentem uma ou mais dimensões externas entre 1 e 100 

nanometros [38]. 

O mercado mundial de nanomateriais têm apresentado crescimento 

extremamente rápido. Diferentes tipos de nanomateriais vêm sendo descobertos a cada 

dia. Produtos nanotecnológicos já estão presentes em vários aspectos do nosso cotidiano: 

nossos carros, casas, eletroeletrônicos, medicamentos e até alimentos. Estima-se que 11 

milhões de toneladas de nanomateriais são produzidas anualmente, representando um 

valor de mercado de 20 bilhões de euros [39]. 

 

2.1 Grafeno e nanomateriais da família do grafeno 

 

 O grafite é um dos materiais naturais mais antigos e mais amplamente utilizados 

no mundo. Nas últimas duas décadas, com a valorização da nanotecnologia e o 

desenvolvimento de novas técnicas de fabricação, os nanomateriais progrediram 

imensamente e o grafite agora está sendo amplamente utilizado como material de partida 

para projetar outros tipos de nanomateriais à base de carbono, incluindo os nanotubos de 

parede única ou múltiplas, fulerenos, nanodiamantes e grafeno (Fig. 6) [40]. 

 

 

Fig. 6 Vários tipos de nanomateriais à base de carbono – grafeno, nanotubos de carbono, fulerenos e 

nanodiamantes. Adaptado de [40]. 
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Grafeno é o nome dado a uma monocamada plana de átomos de carbono 

fortemente empacotados com hibridização sp2 em uma estrutura bidimensional (2D) 

hexagonal, semelhante a uma colmeia [41].  

Trata-se do mais fino e mais forte material já visto no universo. Sua estrutura 

bidimensional com conjugação π confere ao grafeno extraordinárias propriedades físicas, 

incluindo grande área teórica específica (2.630 m
2 

g
-1

), alto módulo de Young (~1,0 TPA) 

e elasticidade, inigualável eletricidade e condutividade térmica (~5000 Wm
–1

K
-1

); além de 

propriedades eletrônicas fascinantes, tais como campo elétrico ambipolar e condução 

balística. Sua propriedades eletrônicas, ópticas, magnéticas, termais e mecânicas únicas 

tornaram o grafeno um excitante candidato para aplicação em sensores; transitores; filmes 

finos, transparentes e condutores; dispositivos de geração e armazenamento de energia 

[42].  

 Apesar da vasta gama de aplicações, o grafeno apresenta duas grandes 

desvantagens. Uma delas é a dificuldade de produção em larga-escala de folhas de 

grafeno de alta qualidade. A outra é que o grafeno não é dispersível em soluções aquosas 

e diversos solventes orgânicos. Ele tende a formar aglomerados irreversíveis devido as 

interações van der Waals e empilhamento π-π. Como resultado, a conjugação do grafeno 

com fármacos ou componentes biológicos é extremamente desafiadora [43].  

Neste contexto, o uso de outros nanomateriais a base de grafeno tem recebido 

bastante atenção. Com base no número de camadas e na modificação química realizada, 

os nanomateriais da família do grafeno classificam-se em grafeno de poucas ou múltiplas 

camadas, óxido de grafeno e óxido de grafeno reduzido [44], todos possuindo 

propriedades diferentes entre si. 

O óxido de grafeno é a forma oxidada do grafite (Fig. 7). Pode ser caracterizado 

como uma monocamada grafítica com regiões aromáticas (átomos de carbono sp2) e 

alifáticas (átomos de carbono sp3) contendo grupos funcionais hidroxila e epóxi em seu 

plano basal e carbonila e carboxila em suas bordas [45, 46]. 

É importante mencionar que a presença de tais grupos funcionais podem afetar 

de forma significativa as propriedades mecânicas, eletrônicas e eletroquímicas do óxido 

de grafeno e, portanto, modificar seu desempenho em diversas aplicações. Comparado 

com grafeno pristino (sem defeitos), a presença destes grupos funcionais proporcionam 

uma grande vantagem, tornam o óxido de grafeno fortemente hidrofílico. Isto confere 

boa capacidade de dispersão em muitos solventes, especialmente em água (6,6 µg/ml). 

Por outro lado, os grupos funcionais oxigenados do óxido de grafeno podem dar origem 
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a defeitos estruturais notáveis, concomitante com alguma perda de condutividade elétrica. 

[47, 48]. Assim, dependendo da aplicação vislumbrada para o óxido de grafeno, uma 

etapa de redução é necessária para restaurar a sua condutividade elétrica. 

 

Fig. 7 Síntese do óxido de grafeno reduzido a partir do grafite. Adaptado de [49]. 

 

 Esta etapa pode ser feita por tratamento térmico ou por tratamento químico com 

agentes redutores como hidrazina; hidretos de metal (hidreto de sódio, boro-hidreto de 

sódio, hidreto de alumínio); vitamina C; ácido iodídrico; hidroquininona; ureia e soluções 

alcalinas fortes (KOH e NaOH) [50]. 

O grau de redução obtido é dependente do processos de redução utilizado e 

influencia significativamente as propriedades físicas do nanomaterial. Com a redução do 

óxido de grafeno, há formação de um produto mais semelhante ao grafeno - o óxido de 

grafeno reduzido (Fig. 7). Ambos nanomateriais apresentam estrutura e propriedades 

elétricas, termais e mecânicas similares, apesar de ser impossível reduzir totalmente o 

óxido de grafeno e grupos funcionais epóxi e hidroxila residuais permanecerem no plano 

basal do óxido de grafeno reduzido [51]. Entretanto, a presença desses grupos funcionais 

confere uma hidroficilidade maior ao óxido de grafeno reduzido (4.74 μg/mL) quando 

comparado ao grafeno [48], beneficiando sua aplicação nas áreas biomédicas. 

 

2.2 Funcionalização 

 

 A fim de melhorar a dispersão e estabilidade de materiais à base de grafeno em 

meio fisiológico, pode-se realizar uma funcionalização na superfície do nanomaterial. 

Existem duas formas de funcionalização: não covalente e covalente. 

 A funcionalização não covalente baseia-se em interações fracas do tipo van der 

Waals e interações - entre o grafeno e seus derivados com um ligante, tal como 
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moléculas orgânicas e polímeros. Normalmente, as forças van der Waals ocorrem entre o 

grafeno e moléculas orgânicas ou polímeros com caráter altamente hidrofóbico, enquanto 

as interações - são comuns entre o grafeno e moléculas com sistema π altamente 

estendido. Devido a presença de grupos oxigenados na superfície basal e bordas do óxido 

de grafeno e, em menor quantidade, do óxido de grafeno reduzido, interações iônicas e 

ligações de hidrogênio estão sempre envolvidas  [52]. 

 A manipulação e o processamento da funcionalização não covalente são mais 

dificeis quando comparados à funcionalização covalente, entretanto apresenta a vantagem 

de preservar propriedades importantes tais como a condutividade elétrica e resistência 

mecânica, uma vez que o sistema  e a estrutura das ligações sp2 não são afetados [52]. 

 A funcionalização covalente do grafeno baseia-se em duas vias gerais: (i) 

formação de ligações covalentes entre radicais livres e dienófilos e ligações C=C do 

grafeno pristino e (ii) formação de ligações covalentes entre os grupos funcionais de 

pequenas moléculas e polímeros com os grupos funcionais oxigenados disponíveis no 

plano basal e bordas do óxido de grafeno e óxido de grafeno reduzido [46]. 

 Um dos métodos mais comuns de funcionalização covalente é a introdução de 

aminas. Foi demonstrado que a adição de longos grupos amina alifáticos aumenta a 

capacidade de dispersão do grafeno em solventes, permitindo sua aplicação em 

biodispositivos e como carreador de fármacos. Do mesmo modo, aminas primárias 

funcionalizadas com porfirina e aminas secundárias funcionalizadas com fulereno têm 

sido anexadas ao óxido de grafeno, obtendo-se materiais com excelente desempenho 

óptico não linear [53]. 

 Além de moléculas pequenas, polímeros também têm sido ligados à superfície do 

óxido de grafeno. Estas ligações são tipicamente realizadas pelos métodos “grafting to” e 

“grafting from”.  

No método “grafting to”, o primeiro passo é a síntese de um polímero com 

propriedades específicas. Através da modificação do sítio ativo, estes polímeros ligam-se 

preferencialmente aos grupos funcionais disponíveis na superfície do óxido de 

grafeno/óxido de grafeno reduzido. Normalmente, uma cadeia de polímeros com 

porções amino-terminal e hidroxila-terminal são ligadas através de amidação ou 

esterificação com os grupos carboxila da superfície do óxido de grafeno/óxido de grafeno 

reduzido. Já, no método “grafting from” a ordem é inversa à anterior. Primeiro fixa-se a 

cadeia contendo o monômero funcional na superfície do nanomaterial, ou seja, realiza-se 

a polimerização de monômeros a partir de macro-iniciadores derivados da superfície do 
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grafeno ou dos grupos hidroxilas e carboxila do óxido de grafeno/óxido de grafeno 

reduzido. Ao contrário do método “grafting to”, este método permite que polímeros com 

alto pelo molecular sejam ligados à superfície do nanomaterial [54]. 

 

2.3  Nanomedicina 

 

 A descoberta do grafeno abriu uma nova área de investigação e suas potenciais 

aplicações tornaram-se objeto de intensa investigação. Suas principais características 

físico-químicas e aplicações em medicina estão ilustradas na figura 8. 

 

 

 

Fig. 8 Representação esquemática das principais características físico-químicas e das várias aplicações 

biológicas dos nanomateriais da família do grafeno. Adaptado de [44]. 

 

2.3.1 Biosensores 

 

Recentemente, a maioria dos estudos eletroquímicos envolvendo materiais a base 

de grafeno tem sido realizados utilizando o óxido de grafeno reduzido, uma vez que trata-

se de um nanomaterial abundante que apresenta baixo custo de produção [55]. 
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 É o nanomaterial da família do grafeno que apresenta as melhores características 

para detecção de serotonina: alta sensibilidade, boa seletividade e estabilidade, baixo 

limite de detecção e tempo de resposta rápido [56]. Também tem apresentado resultados 

promissores na detecção de insulina [57] e após funcionalização, tem sido eficaz na 

detecção de tirosina (hemin-rGO) [58], catecol (PEDOT-rGO-Fe2O3-PPO) [59] e 

peróxido de hidrogênio (rGO/Au2O3 ) [60]. 

 

2.3.2 Crescimento  e diferenciação de células  

 

Devido a (sub)organização celular do SNC e os nanomateriais à base de carbono 

compartilharem algumas semelhanças morfológicas e funcionais, vários grupos de 

pesquisa começaram explorar o uso desses nanomateriais no campo da neurociência 

[61]. O grafeno e seus derivados vem sendo utilizados como substrato para crescimento e 

diferenciação de células-tronco em neurônios, astrócitos e oligodendrócitos tanto in vitro 

 [62] quanto in vivo  [63].  

Além disso, a capacidade do óxido de grafeno em estimular a diferenciação de 

células-tronco mesenquimais em adipócitos e células-tronco pluripotentes em linhagem 

endodérmica também foi demonstrada. Também foi relatado que scaffolds de grafeno 

são bons substratos para indução de formação óssea e diferenciação cardiomiogênica a 

partir de células-tronco mesenquimais humanas [64]. 

 

2.3.3 Engenharia de tecidos 

 

 O campo da engenharia de tecidos envolve a reparação, regeneração e 

substituição de tecidos e órgãos lesionados. Para alcançar este objetivo, os tecidos 

artificiais devem possuir características-chave como guiar o crescimento celular, carrear 

moléculas bioativas, gerar sinais físicos e químicos, e estimular propriedades mecânicas 

do tecido receptor. No entanto, cada tecido apresenta diferentes propriedades mecânicas, 

eléctricas e físicas. Portanto, o uso de materiais com múltiplos componentes que possam 

abordar grande parte dos requisitos citados acima vem sendo amplamente utilizados para 

a fabricação de tecidos artificiais [65]. 

 Os materiais à base de grafeno são um dos nanomateriais mais versáteis devido 

às suas propriedades físicas e químicas excepcionais. Além disso, eles podem interagir 

com outras biomoléculas tais como o DNA, enzimas, proteínas, peptídeos e uma 
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variedade de materiais bioativos tornando-se excelentes candidatos para aplicação em 

medicina regenerativa e engenharia de tecidos. Em particular, os materiais à base de 

grafeno vem sendo utilizados com sucesso na engenharia de tecidos cardíacos, neurais, 

ósseos, cartilagens, músculos esqueléticos e de tecido adiposo da pele [65]. 

 

2.3.4 Entrega de fármacos e genes 

 

 Área superficial específica elevada, empilhamento π-π, interações eletrostáticas, 

são algumas das características dos nanomateriais a base de grafeno que vem sendo 

exploradas para o carreamento de diferentes agentes terapêuticos como siRNA, DNA, 

anticorpos, proteínas, genes e fármacos [44]. 

 Grande parte dos estudos concentram-se na entrega de agentes 

quimioterápicos, principalmente doxorrubicina, para o tratamento de câncer de mama, 

câncer cervical e câncer hepático. Outros tipos de câncer como linfoma, câncer de colón, 

próstata, pulmão, pele, gliomas e gliobastomas também foram estudados utilizando 

diferentes fármacos conjugados com grafeno, óxido de grafeno ou óxido de grafeno 

reduzido [66].  

 O sucesso dos sistemas de entrega de fármacos baseados na nanotecnologia é 

dependente de três fatores. O primeiro é a construção de um carreador com alta 

capacidade de carregamento. O segundo é construir um sistema que seja capaz de liberar 

o fármaco de forma controlada e em um local específico. Para esta finalizadade, a 

estratégia normalmente utilizada é a conjugação do carreador com ligantes que possuem 

reconhecimento específico, como a transferrina. Por último, é necessário confirmar a 

biocompatibilidade e toxicidade do sistema, um pré requisito fundamental antes da 

realização de testes pré-clínicos [67]. 

 

2.4 Nanotoxicidade 

 

Nas últimas décadas, com o surgimento da nanotecnologia e o crescimento 

exponencial do uso de nanomateriais em produtos de diversos segmentos industriais, 

médicos e biotecnológicos, uma nova subárea surgiu, a nanotoxicologia [68].  

 A determinação da toxicidade de um nanomaterial é dependente das suas 

características físico-químicas, dose, via de administração e tempo de exposição [69]. 
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Neste contexto, um importante ponto a ser destacado, é a dificuldade de  comparação 

entre os resultados dos estudos toxicológicos  de nanomateriais, devido não apenas à 

grande variedade de métodos de síntese, mas também à falta de trabalhos sistemáticos 

relatando uma adequada caracterização físico-química do nanomaterial utilizado no 

estudo. Soma-se a isso, ainda, a ausência mundial de regulamentações e protocolos que 

estabeleçam quais metodologias devem ser utilizadas para avaliações nanotoxicológicas [4, 

70].  

Normalmente, o primeiro screening toxicológico de novos nanomateriais é 

realizado a nível celular (in vitro) e posteriormente são realizados testes utilizando animais 

(in vivo). Os estudos in vivo fornecem resultados mais próximos para determinação da 

equivalência terapêutica em humanos, uma vez que os testes in vitro ainda não são 

capazes de contemplar importantes aspectos como biodistribuição, metabolização, 

excreção, e a influência dos nanomateriais sobre o sistema imunológico [71]. 

Diversas publicações abordando a toxicidade dos  nanomateriais à base de 

grafeno utilizando modelos celulares e animais estão disponíveis [72–75] . Não é possível 

dar uma resposta clara à questão se os nanomateriais da família do grafeno são seguros ou 

tóxicos, mas há fortes evidências de que os efeitos tóxicos são particulares de cada 

nanomaterial. Além disso, uma generalização sobre a toxicidade dos nanomateriais da 

família do grafeno deve ser evitada pois os riscos associados com estes nanomateriais são 

dependentes do processo de desenvolvimento do nanomaterial e das aplicações 

específicas avaliadas [72]. 

Basicamente, dependendo das suas dimensões, os nanomateriais à base de 

grafeno podem ser internalizados por diferentes mecanismos (Fig. 9). Após 

internalização, estudos tem relatado que estes nanomateriais podem induzir estresse 

oxidativo, aumentando a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), o que pode 

gerar mudanças no potencial da membrana mitocondrial, danos no DNA e liberação de 

citocinas pró-inflamatórias. Como consequência do estresse oxidativo, inflamação e danos 

no DNA pode ocorrer morte celular programada ou apoptose. Além disso, os 

nanomateriais à base de grafeno podem atuar como receptores de elétrons inibindo assim 

a cadeia de transporte de elétrons e diminuindo o nível de ATP [75]. 

 



42 

 

 

 

Fig. 9 Mecanismo de toxicidade dos nanomateriais da família do grafeno. Adaptado de [75].  
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II OBJETIVOS 

 

2 Objetivo geral 

 

 O presente trabalho se propôs a investigar os efeitos do óxido de grafeno 

reduzido no sistema nervoso central, em particular, na BHE de ratos Wistar adultos, 

assim como determinar seu perfil nanotoxicológico. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

a) Caracterizar os nanomateriais quanto aos seus aspectos físico-químicos.  

b) Determinar a distribuição do nanomaterial no parênquima cerebral, 15 minutos, 1 

hora, 3 horas e 7 dias após injeção sistêmica única de rGO. 

c) Avaliar a integridade da BHE utilizando o corante azul de Evans e microscopia 

eletrônica de transmissão. 

d) Avaliar os mecanismos relacionados ao transporte de substâncias através da BHE 

envolvendo a via paracelular, controlada pelas junções interendoteliais; a via transcelular, 

uma rota de transporte vesicular; o transporte por proteínas (influxo de glicose) e a 

influência sobre a bomba de efluxo P-gp. 

e) Avaliar in vivo a toxicidade aguda e subcrônica de rGO. 

f) Avaliar os efeitos da peguilação sobre funcionalidade e toxicidade de rGO in vitro e in 

vivo. 
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III CAPÍTULOS 

 

Esta dissertação está baseada na informação CCPG/001/98 UNICAMP que 

regulamenta o formato alternativo para dissertações e teses e permite a inserção de artigos 

científicos de autoria ou co-autoria do candidato. 

Desta forma, esta dissertação é composta de três artigos, os quais foram 

publicados e submetidos para publicação, conforme descrito abaixo: 

Capítulo I – Reduced graphene oxide induces transient blood-brain barrier opening: an 

in vivo sutdy. J Nanobiotechnology. 2015; 13: 78. doi: 10.1186/s12951-015-0143-z. 

Capítulo II – Reduced graphene oxide: nanotoxicological profile. J Nanobiotechnology. 

2016; 14: 53. doi: 10.1186/s12951-016-0206-9. 

Capítulo III – PEGylation of reduced graphene oxide enhanced toxicity in blood-brain 

barrier components: in vitro and in vivo studies. 
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Capítulo III - PEGylation of reduced graphene oxide induces toxicityin cells 

of the blood-brain barrier: an in vitro and in vivo study 
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Abstract 

Polyethylene glycol (PEG) is frequently used to coat and improve the pharmacokinetic 

behavior of nanoparticles. Studies which contribute to our understanding of the effects of 

PEGylation on the toxicity of nanoparticle formulation are therefore highly relevant. In 

the present study, reduced graphene oxide (rGO) was functionalized with PEG and its 

effects on key components of the blood-brain barrier, such as astrocytes and endothelial 

cells, were analyzed in culture and in an in vivo rat model. The in vitro studies 

demonstrated concentration-dependent toxicity. The highest concentration (100 g/ml) of 

non-PEGylated rGO had a lower toxic influence on cell viability in primary cultures of 

astrocytes and rat brain endothelial cells (RBECs), while PEGylated rGO induced 

deleterious effects and cell death. We assessed hippocampal BBB integrity in vivo by 

evaluating astrocyte activation and the expression of the endothelial tight and adherens 

junctions. From 1 h to 7 days post-rGO-PEG systemic injection, a notable and 

http://jpet.aspetjournals.org/content/296/2/551.short
http://www.szbk.u-szeged.hu/personal_page.php?id=bf_ny�d
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progressive down-regulation of proteins related to astrocytes (GFAP, connexin-43), the 

endothelial tight (occludin) and adherens (β-catenin) junctions, and basal lamina (laminin) 

were observed. The formation of intracellular ROS and an increase in the enzymatic 

antioxidant systeminduced by PEGylated rGO indicated oxidative stress-mediated 

damage. Under the experimental conditions and design of the present study the 

PEGylation of rGO did not improve interaction with components of the blood-brain 

barrier. In contrast, the attachment of PEG to rGO induced deleterious effects in 

comparison with the effects caused by non-PEGylated rGO. 

 

Keywords 

PEGylation; graphene-based nanomaterials; central nervous system; Nanotoxicity 

 

Abbreviations 

13

C NMR: carbon 13 nuclear magnetic resonance; BBB: blood-brain barrier; CAT: 

catalase; CI: cell index; CM-H2DCFDA: 5-(6)-chloromethyl-2′,7′-

dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl ester; CNS: central nervous system; Cx43: 

connexin-43;DOC: sodium deoxycholate; FTIR-ATR: Fourier-transform infrared 

spectroscopy in the attenuated total reflectance mode; GFAP: glial fibrillary acidic 

protein; GJ:gap-junction;GO:graphene oxide; HRTEM: high resolution transmission 

electron microscopy; MALDI-MSI: matrix-assisted laser desorption/ionization mass 

spectrometry imaging; PDI: polydispersity index; PEG: Polyethylene glycol; RBECs: rat 

brain endothelial cells; rGO: reduced graphene oxide;RO-201724: 4-(3-butoxy-4-

methoxybenzyl)imidazolidin-2-one; ROS: reactive oxygen species; SEM: standard error of 

the mean; SOD: superoxide dismutase; TBARS: thiobarbituric acid reactive 

substances;TEM:transmission electron microscopy. 

 

Introduction 

Since its discovery in 2004, graphene and its derivatives, such as graphene 

oxide (GO) and reduced graphene oxide (rGO), have been extensively studied in many 

different fields. Their remarkable electronic, optical, magnetic, thermal and mechanical 

properties lead to the broad-spectrum application of these nanomaterials in neuroscience, 

biomedicine, bioimaging, biosensor development, drug/gene delivery, photothermal 

therapy and tissue engineering (Zhang et al. 2012; Byun 2015; John et al. 2015; Guo et al 

2016).  
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Typically, the nanomaterial surface can be tailored through chemical modification 

to enhance suchproperties. One of the most common of these modifications 

isPEGylation, which is the process of the covalent and non-covalent attachment of 

polyethylene glycol (PEG) molecules to the surface of nanomaterials. PEG is a polymer 

composed of repetitive subunits of ethylene ether, available in different molecular masses, 

variable branched chain lengths and terminal functional groups. The attachment of PEG 

improves the stability and solubility of nanomaterials in physiological solutions and 

reduces their accumulation in the reticuloendothelial system, thus prolonging blood 

circulation half-life and improving pharmacokinetic behavior (Bottini et al. 2011; Jokerst  

et al. 2011). Conversely, some studies have identified minimal benefits and even 

described negative effects such as improving nanoparticle circulation half-life (Verhoef 

andAnchordoquy 2013), nanoparticle uptake and reductions in overall toxicity (Soenen et 

al. 2014; Moret et al. 2015). 

The interplay between PEGylated graphene-based nanomaterials and the central 

nervous system (CNS) are poorly understood, and details about their toxicological 

characteristics to support the rational design and development of new nanomaterials are 

lacking. 

We have previously demonstrated that water-suspended rGO injected in rats 

through the tail vein (i.v.) induces a transient disruption of the paracellular tightness of the 

blood-brain barrier (BBB) in the hippocampus (Mendonça et al. 2015), with a 

relatively low toxicity for the vital organs (Mendonça et al. 2016).The BBB is a dynamic 

interface that separates the peripheral circulating blood and the CNS environment.The 

BBB plays a major role in the maintenance of the homeostasis of the brain by regulating 

ion traffic, entry of xenobiotics or potentially harmful molecules, and at the same time 

mediates the transport of nutrients to the brain parenchyma. Formed by specialized non-

fenestrated vascular endothelial cells, the BBB is tightly controlled by astrocytes, pericytes 

embedded in the vascular basement membrane, microglia and neurons. The 

neurovascular unit consists of endothelium, astrocytes, pericytes and neurons, highlighting 

the close interconnection between the BBB and neural functionality (Hawkins and Davis 

2005; Luissint et al. 2012). 

In the present study, we functionalized rGO with PEG and investigated itsin vitro 

and in vivo effects on the BBB. By investigating the response of astrocytes and rat brain 

endothelial cells (RBECs) to non-PEGylated and PEGylated rGO we hope to provide a 

better understanding of the interactions between these graphene derivatives in living cells 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verhoef%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24932437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verhoef%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24932437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verhoef%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24932437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verhoef%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24932437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hawkins%20BT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15914466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davis%20TP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15914466
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and organisms. The study will also contribute to an improved characterization of the 

effects of PEGylation on graphene-based nanomaterials. 

 

Material and methods 

 

Chemicals 

All chemicals used in rGO-PEG synthesis and cell culture were obtained from 

Sigma-Aldrich, unless stated otherwise. 

 

rGO-PEG Synthesis and Characterization 

 The detailed synthesisof rGOwas described previously (Mendonça et al. 

2015).Here, we aimed to functionalize rGO with PEG. Briefly, an aqueous solution of 

PEG 6,000 (1 mg/ml) was prepared. The mixture was bath-sonicated for 15 min and the 

aqueous suspension of rGO (1 mg/ml) was added to the solution. After incubation under 

ultrasonication for 30 min at room temperature, the solution contained the rGO-PEG 

final product.  

The PEGylation was further confirmed by Fourier-transform infrared 

spectroscopy in attenuated total reflectance mode (FTIR-ATR) using a FTIR 

Spectrophotometer (Shimadzu-8400S, Kyoto, Japan). Forty scans were taken with the 

resolution of 4 cm-1 in the region of 4000-400 cm
-1

. The nuclear magnetic resonance 

(NMR) spectra of 
13

C were recorded at room temperature under magic angle spinning 

with a Bruker Avance 300 spectrometer operating at 75 MHz. Dynamic light 

scattering (DLS) technique was used for the measurement of size, polydispersity index 

(PDI) and zeta potential of the rGO-PEG suspension using a ZetaSizer Nano ZS 90 

instrument (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK). The results were expressed 

as the average of three measurements.  

 Morphological analysis of the sample was done with high-resolution transmission 

electron microscopy (HRTEM) using a JEOL JSM-6330F microscope operated at 300 

kV as previously described (Mendonça et al. 2015). 

 

Cell culture 

 Isolation of astrocytes and RBECs was carried out following the national and 

international recommendations for the care and use of laboratory animals. 
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 Astrocytes. Astrocytes were prepared from newborn Wistar rats (Rattus 

norvegicus) by mechanical dissociation of the brain tissue and filtering through a cell 

strainer of 40 μm pore size. Cells were cultured until confluence on poly-L-lysine-coated 

dishes and frozen in Bambanker cell freezing medium (Nippon Genetics). Before use, 

cells were plated into poly-L-lysine-coated 96-well plates or 8-well microscopy culture 

chambers (for immunofluorescence assays) and cultured until confluence. Cells were 

used at passage number P1. 

 RBECs. RBECs were prepared from three-week-old Wistar rats. Under sterile 

conditions, brains were gently dissected, and forebrains collected in ice-cold phosphate 

buffered saline (PBS). The meninges were carefully removed using sterile 

chromatography paper, cut into small piecesand digested in two enzymatic steps: (1) 

collagenase type 2 and DNAse I in DMEM/F12 (Life Technologies, Budapest, Hungary) 

at 37°C for 75 minutes, and (2) collagenase/dispase and DNAse I in DMEM/F12 at 37°C 

for 50 minutes. Myelin was removed by centrifugation on 20% bovine serum albumin 

(BSA) between the two digestion steps. The digested microvessel fragments were 

separated on a continuous 33% Percoll gradient and plated onto fibronectin/collagen type 

IV-coated dishes; 96-well plates, E-plates (ACEA Biosciences, San Diego, USA) or 

Transwell (#3470; Corning Life Sciences, Corning, USA) permeable polyester filters (0.4 

μm pore size, 0.33-cm2surface area). Cells were maintained in DMEM/F12 containing 

10% plasma-derived serum (PDS, First Link, Wolverhampton, UK), 1 ng/ml basic 

fibroblast growth factor (Sigma Aldrich), 100 µg/ml heparin, and 5 μg/ml insulin-

transferrin-selenite at 37°C and 5% CO2.In the first two days, 4 µg/ml puromycin was 

added to remove contaminating cells. Three days after isolation, RBECs reached 

confluence and were treated with 550 nM hydrocortisone, 250 µM CTP-cAMP 

and17.5 µM 4-(3-butoxy-4-methoxybenzyl)imidazolidin-2-one (RO-201724) to induce 

BBB characteristics (Wilhelm et al. 2011). 

 

Toxicity measurements 

 The in vitro concentration of rGO-PEG (100 µg/ml) was selected as a function of 

the concentration already used for in vivo experiments (7 mg/kg) (Mendonça et al. 2015, 

2016). For the calculation, we considered a 200 g rat with blood volume average of 14 ml 

(Lindstromet al. 2015). We also used a concentration 10 times lower than the threshold 

concentration, able to induce oxidative stress and DNA damage in some cell lines (Guo 

and Mei 2014). 
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 EZ4U assay. Cell viability was detected using EZ4U assay (Biomedica 

Medizinprodukte, Vienna, Austria). Cells were seeded in 96-well coated plate (Corning 

Technologies, Corning, NY, USA) and after reaching confluence the cells were treated 

with culture medium (negative control), rGO-PEG or vehicle (PEG 6,000) for 3 h 30 min 

(RBECs) or 24 h (Astrocytes). For the sake of comparison, we also treated the cells with 

an aqueous suspension of rGO and its vehicle (sterile distilled water) using the same 

concentrations as for other treatments. After washing the cells with phenol-red free 

DMEM, the EZ4U assay was performed according to the manufacturer’s instructions. 

The method is based on the reduction of tetrazolium salt to colored formazan by the 

mitochondria of living cells.The absorbance was recorded using a microplate reader 

(FLUOstar Optima; BMG Labtechnologies, Offenburg, Germany) at 492 nm and values 

were compared to control cells. To confirm that rGO-PEG was not able to spontaneously 

metabolize theEZ4U substrate, we alsomeasured the response of rGO-PEG in the 

absence of cells. rGO-PEG alone was not able to reduce uncolored tetrazolium salts into 

intensely colored formazan derivate. 

 Cell impedance measurements. Cell impedance was detected using the 

xCELLigence system (ACEA, San Diego, CA, USA). It is a cell-based label-free method 

that measures in real time electrical impedance across gold electrodes placed at the 

bottom of a 96-well plate (E-plate 96, ACEA Biosciences). Further, the xCELLigence 

software (version 1.2.1) converts the electrical impedance to a cell index (CI) value 

(arbitrary units). In general, under the same physiologic conditions, if more cells are 

attached to the electrodes, the impedance value is higher, leading to increased CI. 

Contrarily, in the absence of cells, i.e., cell death or toxicity-induced cell detachment; a 

lower CI value is obtained. The impedance depends on the tightness of the junctions as 

well. 

 Cells were seeded in E-plates and the impedance was continuously monitored 

until cells reached a steady phase (confluence and well-formed tight junctions in the case 

of RBECs), when they were treated with rGO or rGO-PEG. Impedance was monitored 

every 1 h during 24 h. 

 

Immunofluorescence (IF) 

 Cells were fixed in 95% ethanol/5% acetic acid at -20°C for 5 minutes. After 

blocking with 3% BSA- for 30 min, samples were incubated overnight with primary 

antibodies (Table 1). The staining was visualized using Alexa 594- (GFAP), Alexa 488- 
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(Aquaporin-4, Occludin) or Cy5-conjugated (Claudin-5) secondary antibodies. Nuclear 

staining of the cells was carried out using Hoechst 33342. Images were recorded by a 

Nikon Eclipse TE2000U photomicroscope with epifluorescent capabilities connected to a 

digital camera (Spot RT KE). 

 

Table 1. Primary antibodies used in this study. 

Antibody Dilution Supplier Reference Application 

Aquaporin-4 

β-catenin 

1:100 

1:500 

Santa Cruz 

Santa Cruz 

Sc-20812 

sc-7963 

IF 

WB 

Catalase (CAT) 1:400 Santa Cruz sc-271242 WB 

Claudin-5 1:100 Invitrogen 35-2500 IF 

Connexin-43 (Cx43) 1:500 Santa Cruz sc-9059 WB 

GFAP 1:500 Dako Z0334 WB 

GFAP 1:10000 Sigma Aldrich G3893 IF 

Laminin 1:500 Sigma Aldrich L9393 WB 

Occludin 1:500 Santa Cruz sc-5562 WB 

Occludin 1:100 Invitrogen 71-1500 IF 

Superoxide dismutase-1 (SOD-1) 1:500 Santa Cruz sc-11407 WB 

β-actin 1:1000 Sigma Aldrich A2228 WB 

 

ROS measurements 

 Cells were treated in 96-well plates for 3h 30 min (RBECs) and 24 h 

(Astrocytes), washed with Ringer-HEPES and incubated for 1 h in Ringer-HEPES 

containing 2 μM CM-H2DCFDA (Molecular Probes/Thermo Fisher Scientific) and 25 

μg/ml Pluronic F-. CM-H2DCFDA passively diffuses into cells, where it is modified by 

intracellular esterases and thiols while subsequent oxidation results in a fluorescent 

product. Fluorescence was monitored using a FLUOstar Optima microplate reader 

equipped with a 492/520 nm excitation/emission filter set. 

 

Animal care and rGO-PEG systemic administration  

All in vivo experiments were carried out at State University of Campinas and 

approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Use (protocol no. 2884-1) 

and followed the Brazilian Society of Laboratory Animal Science guidelines. Male Wistar 

rats (Rattus norvegicus, 6 week-old, 180 ± 40 g) received a single i.v. injection of rGO-

PEG (7 mg/kg; concentration 1 mg/ml) (Mendonça et al. 2015, 2016), while the control 

group was given the same volume of vehicle (PEG 6,000). For the sake of comparison, we 



78 

 

 

 

treated the cells with an aqueous suspension of rGO and its vehicle, using the same 

concentrations.  

All animals were euthanized by carbon dioxide (CO2) or anesthetics overdose(3:1 

mixture of ketamine chloride (Dopalen
®

, 100 mg/kg body weight,) and xylazine chloride 

(Anasedan
®

, 10 mg/kg body weight, Fortvale, Valinhos, SP, Brazil) 15 min, 1 h, 3 h and 7 

days after the i.v. administration of rGO-PEG.Animals of the control group were 

euthanized 1 h later. A single control group was used as preliminary experiments showed 

no time difference relative to data.  

 

Western blotting 

Western blotting was performed in hippocampal homogenates (n = 5 for each 

time, including single control) as previously described [10]. Briefly, after being blocked 

with 5% (v/v) skimmed milk in TBS-T (0.1 % Tris-buffered saline with 0.05 % Tween 20, 

pH 7.4) for 1 h at room temperature; the membranes were incubated at 

4°C overnight with primary antibody (Table 1). After washing with TBS-T, the 

membranes were incubated for 2 h at room temperature with the respective HRP-labeled 

secondary antibody (1:1000). Immunoreactive bands were visualized using a 

chemiluminescence kit (Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate; Pierce 

Biotechnology, Rockford, IL, USA) and recorded with a G:BoxiChemi camera (Syngene, 

Cambridge, UK). The blots were subsequently stripped and probed with anti-β-actin to 

monitor protein loading, the efficiency of blot transfer, and nonspecific changes in protein 

levels.  Bands intensities were quantified using ImageJ 1.45s software (NIH, Bethesda, 

MD, USA).  

 

Evaluation of oxidative stress parameters  

 The blood samples were collected via cardiac puncture in serum separator gel 

tube (n = 3-5 for each time, including single control). The enzyme antioxidant systems 

(SOD and CAT) in the serum samples were measured using colorimetric methods. The 

SOD activity in serum was obtained after reaction with hypoxanthine, nitroblue 

tetrazolium and 0.07 U of xanthine oxidase as described in detail before (Batistaet al. 

2014). The CAT activity method was carried out based on the reaction of the enzyme 

with methanol and H2O2. Purpald (4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole) was 

used as chromogen and the resultant formaldehyde products were measured at 540 nm 

(adapted from Johansson and Borg (1988)). 
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Lipid peroxidation was determined by measuring TBARSusing 

a spectrophotometric methoddescribed by Ohkawa et al. (1979) and adapted by Batista et 

al. (2014) in whichmalondialdehyde and the final products of lipid peroxidation react with 

thiobarbituric acid, forming a pink-colored complex. 

 

Statistical analysis 

All data are expressed as mean ± SEM. Statistically significant differences were 

assessed by Student’s t test or One-way ANOVA followed by Tukey multiple comparison 

post-hoc test with a p-value < 0.05 considered significant. Graphs were prepared with 

Prism software, version 5 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, USA) and all of the data are 

expressed as mean ± SEM.  

 

Results and Discussion 

 

Preparation and characterization of PEGylated rGO 

 Table 2 summarizes the main physicochemical characteristics of the non-

PEGylated and PEGylated rGO measured by DLS. 

 

Table 2. Physicochemical characteristics of non-PEGylated and PEGylated rGO. 

Samples Size (nm) Zeta potential (mV) PDI 

Non-PEGylated rGO 342 ± 23.5 −25 ± 0.18 0.56 ± 0.03 

PEGylated rGO 910 ± 32.7 -4.2 ± 3.8 0.39 ± 0.04 

 

  A comparison of zeta potential revealed that the charge associated with the non-

PEG rGO had a greater negative zeta potential (−25 ± 0.18 mV) than the PEGylated rGO 

(-4.2 ± 3.8 mV). This suggests the existence of positive amino-ended branches, resulting in 

a lesser negative electrostatic charge for PEGylated rGO than rGO (Vila et al. 2012). The 

PEGylation of rGO leads to a decrease in PDI values (0.56 ± 0.03 to 0.39 ± 0.04), 

resulting in the diminished polydispersity of particles, probably due to a lower 

susceptibilityto aggregate formation.  

A significant increase in size, from 342 ± 23.5 nm up to 910 ± 32.7 nm, was found 

after PEGylation. Although this increase offers evidence for the PEGylation of 

nanoparticles, confirmation of the attachment of PEG to rGO is essential. For this 

purpose, FTIR-ATR and 
13

C NMR were carried out. As shown in Fig. 1A, the PEGylated 
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rGO spectrum exhibited characteristic bands at 1080 cm
-1

 (-C-O-C stretching), 1641 cm
-1

 

(C=O stretching) and 3359 cm
-1

 (O–H stretching), indicating cross-linking between PEG 

and rGO (Guptaet al. 2016).The 13C NMR spectrum of rGO-PEG exhibited a peak at 

70 ppm corresponding to –O-CH2 of PEG. All ethylene glycol carbons have 

approximately the same microenvironment, and are thus expected to have similar 

chemical shift values at around 70 ppm (Zinkevich et al. 2016). 

The morphology and structure of rGO-PEG analyzed by transmission 

electron microscopy and high-resolution transmission electron microscopy also showed 

wrinkles, lateral corrugations and a scrolled appearance of rGO-PEG (Fig. 1C, D). The 

surface morphology and structural parameters of non-PEGylated rGO have been 

previously demonstrated (Mendonça et al. 2015, 2016). 

 

 

Fig. 1 rGO-PEG characterization. (A) Fourier-transform infrared spectroscopy in the attenuated total 

reflectance mode (FTIR-ATR); (B) 13C NMR spectra of rGO-PEG; (C) TEM and (D) HRTEM images of 

rGO-PEG. A.u = Arbitrary units.  

 

PEGylation of rGO increased its toxicity in astrocytes and RBECs 

We began by investigating the effects of rGO-PEG exposure on the viability of 

primary rat astrocytes and RBECs using EZ4U assay and the xCELLigence system. This 

system measures electrical impedance across the cell monolayer using a high-density 

electrode array that coats the bottom of the well, and converts the impedance values to a 
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Cell Index. These cell index values directly correspond to the change in the status of a 

cell, such as its viability (Ke et al. 2011). 

The viability of astrocytes was assessed after exposure to culture mediumfor 24 h 

(negative control), rGO-PEG or vehicle (PEG), at concentrations of 10 g/ml and 100 

g/ml. For the sake of comparison, we treated the cells with an aqueous suspension of 

rGO and its vehicle, using the same concentrations as the other treatments.  

As shown in Figure 2, both vehicles (sterile distilled water and PEG) had no toxic 

effect on astrocytes, whereas PEG (100 µg/ml) induced a significant increase in cell 

viability compared to all the other groups (p<0.001). No substantial differences were 

observed between controls and cells treated with non-PEGylated rGO. Surprisingly, the 

viability of astrocytes decreased from 126% to 16% (p<0.001) when the astrocytes were 

treated with 100 g/ml of rGO-PEG (Fig. 2A).  

Similar dose-dependent toxic effects of rGO, dispersed with PEG, Pluronic P123 

or sodium deoxycholate (DOC), were reported by Wojtoniszak et al. (2012). These 

studies were carried out using L929 mouse fibroblasts and rGO concentrations ranging 

from 3.125 to 100 g/ml.  The authors found that rGO-PEG exhibited the greatest 

biocompatibility with respect to Pluronic P123 and DOC. Cells exposed to the 

suspension of rGO-PEG at concentrations between 3.125 μg/mL and 25 μg/mL displayed 

relatively high viability; however, when the concentration exceeded 25 μg/mL, viability 

was abruptly reduced. 

 In another work, Vila et al. (2012) conducted a comparative study of how the 

number of branches of the PEG molecule affects the cellular uptake and cytotoxicity of 

GO. The cellular uptake of linear PEGylated GO (sized 95 nm) was significantly higher 

than that of branched PEGylated GO (sized 190 nm) in osteoblasts, fibroblasts and 

macrophages. Moreover, branched PEG (75 μg/mL) induced more changes in cellular 

function than its linear counterpart. 

All experiments using xCELLigence were performed using only the highest 

concentration (100 g/ml) of rGO and rGO-PEG, which was responsible for the 

reduction in astrocyte viability.  The xCELLigence system with real-time technology 

allows us to dynamically observe the decrease of the cell index curve.  

Verysimilar toxicity patterns were observed for the PEGylated rGO-treated cells 

using both techniques. Although alterations in the viability of astrocytes treated with non-

PEGylated rGO were not found using EZ4U assay (Fig. 2A), the cell index of rGO-

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0927776511005042
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treated cells was lower than the control vehicle (Fig. 2B). This may be the result of minor 

morphological changes in the cells affecting the cell index (Khoet al. 2015). 

 

 

Fig. 2 Effect of rGO and rGO-PEG treatment on cultures of rat astrocytes. Astrocytes were incubated with 

different concentrations (10 g/ml and 100 g/ml) of (A) rGO and rGO-PEG during 24 h. Culture medium 

was used as negative control. The rGO vehicle (sterile distilled water) and rGO-PEG vehicle (PEG) were 

used as controls. The viability of the cells was measured using EZ4U assay 24 h after rGO or rGO-PEG 

treatment. The percentage is given in relation to control medium and the columns are the mean ± SEM 

(n=4). (B) Analysis of cell viability using xCELLigence system. The curves represent the average of four 

individual well ± SEM of a representative experiment. (C-H) Representative immunofluorescence images 

forglial fibrillary acidic protein (GFAP) (red) and Aquaporin-4 (green) after (C) sterile distilled water, (F) 

PEG,  (D, G) rGO 100 g/ml, and (E, H) rGO-PEG 100 g/ml treatment. Nuclei were stained with 

Hoechst (blue).***p<0.001 vs. all other groups; p<0.001 vs. all other groups (One-way ANOVA plus 

Tukey post-comparison test). Bar: 100 µm. 

 

Immunostainingof theastrocytic markers GFAPand Aquaporin-4 was used to 

analyze morphological alterations in the astrocytes exposed for 24 h to non-PEGylated 

and PEGylated-rGO.Immunostaining resulted in clear immunoreactivity for both 
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proteins, with an almost total overlap.When compared to the control cells (Fig. 2C, F), 

both rGO and rGO-PEG produced morphological changes in the rat astrocytes. 

Astrocytes treated with rGO presented moderate body and process retraction (Fig. 2D, 

G), while astrocytes treated with rGO-PEG exhibited a complete absence of normal cell 

structure, the loss of cell-to-cell contact, and a noticeable reduction in the number of 

astrocytes (Fig. 2E, H).  

 The cultured astrocytes presented atrophy and cell death after 24 h of exposure to 

PEGylated rGO. It is well known that CNS injury activates astrocytes in a process known 

as reactive gliosis or astrogliosis, which is manifested through astrocyte hyperplasia or 

hypertrophy of cell processes caused by variable up-regulation of cytoskeletal-forming 

GFAP (Sofroniew andVinters 2010). However, Zhao et al. (2003) have reported that 

damage to or death of astrocytes can occur in the early periods after brain injury, with 

concomitant down-regulation of GFAP immunoreactivity, which can be followed in later 

periods by reactive GFAP upregulation and the formation of glia scars to protect the 

injured region of the brain.  

As rGO-PEG displayed cytotoxic effects on astrocytes, we subsequently assessed 

the impact of rGO-PEG upon RBECs with BBB phenotype. After 24 h of incubationwith 

supplements which enhanced the BBB phenotype, once the growth of the 

RBECsreached a steady plateau, we began treatment with nanomaterials. As the brain 

endothelial cellsare more sensitive to injury than astrocytes, the viability of the RBECs was 

assessed after exposure to treatments for 3 h 30 min.  

As with the astrocytes, no substantial differences were observed in cells treated 

with non-PEGylated rGO. The 10 µg/ml and 100 µg/ml PEG groups had significantly 

higher levels than all the other groups (p<0.001). Cell viability also decreased in RBECs 

incubated with 100 µg/ml of rGO-PEG (p<0.001) (Fig. 3A). 

Cell index values were monitored continuously for 24 h. WhilerGO induced a 

slight decrease in the cell index, rGO-PEG treatment led to a rapid reduction within 5 h. 

This drop was much more pronounced than that seen in astrocytes in response to similar 

treatment. This suggests that astrocytes are more resistant to toxic insult than endothelial 

cells. This finding is in line with earlier results showing that cerebral endothelial cells had 

a higher susceptibility to oxidative stress than astrocytes (Bresgenet al. 2006). PEG alone 

did not affect the cell index during long-term treatment (Fig. 3A), indicating that the 

polymer has no damaging effects on RBECs. In some cases, PEG can even enhance the 

properties of the endothelial barrier (Chiang et al. 2009). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sofroniew%20MV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20012068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sofroniew%20MV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20012068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sofroniew%20MV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20012068
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 Fig. 3Effects of rGO and rGO-PEG treatment on RBECs. Analysis of cell viability using (A) EZ4U assay 

and (B) xCELLigence system. Culture medium was used as negative control. The rGO vehicle (sterile 

distilled water) and rGO-PEG vehicle (PEG) were used as blank controls. The viability of the cells was 

measured using EZ4U assay 3 h 30 min after rGO or rGO-PEG treatment. The percentage is given in 

relation to control medium and the columns are the mean ± SEM (n=5). (B) Analysis of cell viability using 

xCELLigence system. The curves represent the average of four individual well ± SEM of a representative 

experiment. (C-F) Double immunostaining for claudin-5 (red) and occludin (green) performed 5 h after 

treatment with 100 g/ml of (C) sterile distilled water, (D) rGO, (E) PEG and (F) rGO-PEG. Nuclei were 

stained with Hoechst (blue). Asterisks show holes formed between endothelial cells. Arrows indicate 

fragmentation and loss of junctional immunostaining. #p<0.05 vs. control PEG 100 g/ml; ###p<0.001 vs. 

all other groups; *p<0.05 vs. control PEG 10 g/ml;***p<0.001 vs. all other groups; p<0.001 vs. all 

other groups (One-way ANOVA plus Tukey post-comparison test). Bar: 100 µm. 

 

Immunofluorescent studies using antibodies directed against junctional proteins 

shed light on the molecular background of decreased functionality of the cerebral 



85 

 

 

 

endothelium in response to rGO-PEG treatment. Under control conditions, fine, 

continuous membrane staining was observed (Fig. 3C, E).  However, the 

expression patterns of the TJ proteins were significantly altered in the rGO- and rGO-

PEG-treated groups. The rGO group showed irregular and discontinuous expression of 

occludin and claudin 5 (Fig. 3D, inset), while rGO-PEG induced widespread disruption 

of the RBEC monolayer, which isindicative ofcell-cell junction damage (Fig. 3F). 

Occludin and claudins are transmembrane proteins of the tight junctions, and 

control paracellular permeability. In cerebral endothelial cells claudin-5 plays a more 

important role, with a lack of this protein leading to the opening of the BBB for 

substances with a molecular weight of less than 800 Da (Nittaet al. 2003). Our results 

indicate that rGO-PEG has a barrier damaging effect when used in high concentrations. 

 

rGO-PEG induced BBB breakdown and in vivoastrocyte dysfunction 

While in vitro models are practical and cost-effective methods for screening the 

toxicity of potential drug carriers, they cannot completely replace the complexity of 

animal and human responses. Therefore, the following step was carried out to investigate 

the in vivo effects of rGO-PEG.  

We had previously detected the presence of rGO inside the thalamus and 

hippocampus by matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) mass spectrometry 

imaging (MSI). We also found that intravenous (i.v.) injection of rGO induced a transient 

blood-brain barrier opening in the hippocampus. We found downregulation of 

junctional proteins (the tight junction protein occluding and the adherens junction 

protein β-catenin) and laminin. When taken together, these are co-responsible for 

maintaining the paracellular tightness of the BBB (Mendonça et al. 2015). In the 

present study, we used the same rat model and experimental design to evaluate the 

expression of these three BBB-associated proteins in the rat hippocampus after rGO-

PEG i.v. administration. 

The rGO-PEG caused a significant decrease in occludin (32%, p<0.01), β-catenin 

(85%, p<0.001) and laminin (134%, p<0.01) levels 3 h after administration. This did not 

increase thereafter; instead, by day 7, the proteins had reached their highest level of 

down-regulation (p<0.001) (Fig. 4). 
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Fig. 4 Expression of proteins associated with BBB in the hippocampus as assessed by western blotting. The 

panels show the expression of (A) occludin, (B) β-catenin and (C) laminin at different intervals after rGO-

PEG administration (7 mg/kg, i.v.). Immunoreactive bands were quantified densitometrically and 

normalized to an internal standard (β-actin). The results were shown as percentage of control (100%), and 

represent mean ± SEM (n = 5 rats/interval). *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 compared to the control 

(Student's t-test). 

 

 The significant and long-lasting downregulation of BBB-associated proteins 

induced by PEGylated rGO implies impaired BBB function and probably a homeostatic 

disturbance of the hippocampal milieu. In contrast, non-PEGylated rGO induced a 

transient and slighter down-regulation of BBB-associated proteins which was resolved 

seven days post-rGO exposure (Mendonça et al. 2015), an indication that rGO is more 

qualified than GO-PEG in terms of being explored in the field of neuroscience research. 

Analysis of hippocampal homogenates from non-PEGylated rGO-treated rats did 

not show significant changes in the levels of GFAP (Fig. 5A) and Cx43(Fig. 5B).  

Unexpectedly, the stimulus generated by rGO-PEG did not increase the expression of 

GFAP, either acutely or in late periods following administration. Instead, it induced a 

decrease in the expression of GFAP at 3 h (47%, p<0.05) and 7 days (95%, p<0.001) post-
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rGO-PEG injection (Fig. 5A), in comparison with the control vehicle. An explanation for 

this data is given by the findings obtained for in vitro-cultured astrocytes, which 

unarguably demonstrated a significant decrease in astrocyte viability through EZ4U assay 

and xCELLigence. Therefore, we can state that the decrease of GFAP expression in the 

hippocampus of rats i.v. injected with rGO-PEG, but not with non-PEGylated rGO, was 

due to the death of a number of astrocytes.   

 

 

Fig. 5Expression of astrocytic markers assessed by western blotting in hippocampal homogenate. 

Expression of (A) GFAP and (B) Cx43 at different intervals after rGO and rGO-PEG (7 mg/kg, i.v.) 

administration. Immunoreactive bands were quantified densitometrically and normalized to an internal 

standard (β-actin). The results were shown as percentage of control (100%), and represent mean ± SEM (n 

= 5 rats/interval). A = #p<0.05 vs. control H2O, control PEG, rGO-PEG 1h; *p<0.05 vs. rGO 3 h, 7d; 

**p<0.01 vs. rGO 15 min, 1 h, rGO-PEG 15 min; ***p<0.001 vs. control H2O, control PEG, rGO-PEG 1 

h. B = *p<0.05 vs. rGO 15 min, 3 h, 7 d, rGO-PEG 1 h; ***p<0.001 vs. control H2O, rGO  1 h, control 

PEG (One-way ANOVA plus Tukey post-comparison test). 

 

Similarly to GFAP, the i.v. injection of rGO-PEG led to a reduction in Cx43 

expression at 3 h and 7 days (159%, p<0.001) (Fig. 5B) when compared to the control 

vehicle. These findings offer a plausible hypothesis that the strong retraction of the 

astrocyte processes and a loss of viability (seen in in vitro preparations) most likely 

eliminated homotypic contacts among the astrocyte processes, and even heterotypic 

contacts among astrocytes and endothelial cells and/or neuronal cells, also in vivo. 

Therefore, we suggest that the long-lasting and progressive decrease of Cx43 from 3 h to 7 

days following the systemic administration of rGO-PEG, but not after the administration 

of non-PEGylated rGO, impaired the exchange of information among astrocytes due to 

non-operant GJs.  
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Astrocytes are key regulators of BBB integrity and have an impressive capacity to 

modulate CNS homeostasis (Verkhratsky and Nedergaard 2014). Typically, under 

stimuli, the astrocytes react by proliferation or the hypertrophy of cytoplasmic processes 

and increased expression of the intermediate filament protein GFAP from astrocyte 

cytoskeleton. They are also able to increase or decrease the expression of the gap-junction 

(GJ) protein connexin-43 (Cx43) depending on the stimulus, thus regulating the exchange 

of information between cells.Changes in the expression of Cx43 and the exchange of 

information among astrocytes are relevant to many brain lesions and pathologies 

(Rouachet al. 2002), as they can result in the dissemination of the pathological state 

and/or the accumulation of toxicants in the absence of functional GJ channels (Wallraffet 

al. 2006). 

A recent study reported that the lack of Cx43 expression or the blockade of Cx43 

channels results in increased reactive oxygen species (ROS)-induced astrocytic death 

(Leet al. 2014), one of the several mechanisms leading to nanotoxicity(de Jesus and 

Kapila 2014). 

 

PEGylation of rGO increased ROS generation  

To further widen our understanding of the mechanisms triggering toxicity we 

investigated if rGO-PEG treatment affects ROS generation (in vitro) and the antioxidant 

enzymatic system (in vivo) in comparison with the effect of non-PEGylated rGO.  

Measurement of ROS formation was performed using an oxidant-sensitive 

fluorogenic probe CM-H2DCFDA (5-(6)-chloromethyl-2′,7′-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate, acetyl ester). An increase in CM-H2DCFDA fluorescence reflects an increase 

in ROS levels (Karlssonet al. 2010). 

Following a 24 h exposure of astrocytes to nanomaterials, intracellular ROS levels 

significantly increased in both PEGylated and non-PEGylated rGO-treated cells (Fig. 6A). 

The highest concentration of rGO-PEG induced a 270% increase in the intracellular 

levels of ROS (p<0.001), while rGO induced a 33% increase (p<0.001), in comparison 

with their respective vehicle controls.  

The non-PEGylated rGO did not induce ROS production in RBECs, but as with 

the astrocytes response, the highest concentration (100 µg/ml) of rGO-PEG enhanced the 

generation of ROS (p<0.001) in RBECs, in comparison with all other groups (Fig. 6B). 
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Fig. 6ROS levels in astrocytes and RBECs incubated with rGO and rGO-PEG.Intracellular ROS levels 

were detected with CM-H2-DCFDA in (A) astrocytes and (B) RBECs after 24 h and 3 h and 30 min, 

respectively. The bars show the quantitative analysis of fluorescent intensity from four experiments. Data 

represent the mean ± SEM. A = p<0.05 vs. control PEG 10 g/ml; p<0.01 vs. control PEG 100 g/ml; 

###p<0.001 vs. control PEG 10 g/ml, rGO-PEG 10 g/ml, control PEG 100 g/ml; ***p<0.001 vs.all 

other groups. B = p<0.01 vs. control H2O 10 g/ml, 100 g/ml, #p<0.05 vs. control H2O 10 g/ml, 100 

g/ml; ***p<0.001 vs. all other groups(One-way ANOVA plus Tukey post-comparison test). 

 

 This data supports our hypothesis that oxidative stress is a major factor in the 

toxicity of rGO-PEG. The induction of ROS generation seems to be a general cellular 

response to rGO-PEG. Reshma et al. (2015) described the production ofROS in A549 

cells after treatment with PEGylated rGO and non-PEGylated rGO. Their results reveal 

that PEGylated rGO were able to induce prominent ROS production at all time-points 

(0.5, 2, 4, 5 and 24 h) and at concentrations ranging from 5 to 100 µg/ml. The authors 

found that rGO failed to generate ROS at up to 4 h as the concentration of the particle 

increased from 5 to 100 µg/ml. However, ROS generation increased after 6 h of exposure 

with 50 μg/ml and after 6 and 24 h of exposure with 100 μg/ml. The findings show that 

the formation of ROS depends of variables such as time of exposure and the 

concentration of the nanoparticle, which may suggest that antioxidant activity is likely to 

depend on the same variables. 

The detoxification of excess ROS is mediated by an efficient antioxidant system 

comprising non-enzymatic molecules and antioxidant enzymes (Liou  and  Storz2010), 

the most efficient of which are enzymatic antioxidants glutathione peroxidase, catalase and 

superoxide dismutase (SOD) (Rahman2007). 

We initiated our in vivo analysis by evaluating the protein expression of catalase 

and SOD-1 in the hippocampus. As shown in Figure 7, the expression of catalase was 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liou%20GY%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Storz%20P%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rahman%20K%5Bauth%5D
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27% higher at 3 h (p<0.01) and 18% higher at 7 days (p<0.05) post-rGO-PEG 

administration, in comparison with control levels. Interestingly, only a 12% increase was 

detected in SOD-1 expression by day 7 (Fig. 7B).  

 

 

Fig. 7 Effects of rGO-PEG administration in antioxidant enzymes. (A) Densitometric analysis of (A) catalase 

and (B) SOD-1 performed after normalization with β-action. The results were expressed as percentage of 

control (100%) and columns represent the mean ± SEM (n=5 rats/interval). *p<0.05, **p<0.01 and 

***p<0.001 compared to the control (Student's t test). 

 

To determine whether the protein levels of catalase and SOD-1 in hippocampus 

paralleled the activity level of the enzymes, we measured total SODs and catalase activities 

from serum samples. Over time, increases in the antioxidant enzymes and in lipid 

peroxidation measured by thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were 

observed (Table 3). 

SOD catalyzes the conversion of superoxide anions to oxygen and hydrogen 

peroxide. Thus, CAT converts hydrogen peroxide to water and oxygen and completes 

the detoxification initiated by SOD (Rahman2007). It has been found that cells can 

tolerate moderate oxidative stress by up-regulating their reductive defense systems and 

restoring the oxidant/antioxidant balance (Halliwel 2015). Taken together, these results 

indicate that the increase in catalase and SOD activity/expression could be due to 

oxidative stress generation and may suggest a possible adaptive mechanism against insults 

caused by rGO-PEG administration. 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rahman%20K%5Bauth%5D
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Table 3. Serum levels of SOD, catalase and TBARS after rGO-PEG treatment. 

 Unit Control rGO-PEG  

15 min 

rGO-PEG  

1 h 

rGO-PEG  

3 h 

rGO-PEG  

7 d 

CAT nmol/min/ml 64 ± 14.6 71 ± 12.8 88 ± 19.8 89 ± 9.4 123 ± 18.3* 

SOD U/ml 35 ± 2.2 56 ± 7.8 43 ± 0.5* 49 ±2.4** 49 ± 3.9* 

TBARS nmol/ml 3.0 ± 0.8 2.9 ± 0.7 3.4 ± 0.5 3.5 ± 0.2 4.4 ± 0.7 

 SOD: superoxide dismutase; CAT: catalase; TBARS: Thiobarbituric acid reactive substances. Values are 

mean +/-SEM of 3-4 animals in each group. *p<0.05 and **p<0.01 compared to control (Student's t test). 

 

Conclusions 

The PEGylation of nanomaterials and therapeutics is currently considered to be 

one of the most promising approaches to reducing toxicity and obtaining favorable 

pharmacokinetic results. However, deleterious effects and death have been observed in 

different cell types treated with PEGylated nanoparticles, mostly through the induction of 

oxidative stress, which corroborated the results of the present experimental design. 

 Herein, the combined in vitro and in vivo toxicity profiles of PEGylated rGO have 

been investigated and reported for the first time. The data of the present study suggests 

the dose- and time-dependent toxicity of PEGylated rGO for key components of the 

blood-brain barrier, such as astrocytes and endothelial cells. In terms of toxicity 

mechanisms, the formation of intracellular ROS and the increase in the enzymatic 

antioxidant system induced by PEGylated-rGO suggest oxidative stress-mediated damage. 
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IV DISCUSSÃO GERAL 

 

O desenvolvimento de novas tecnologias tem sido um importante fator para o 

desenvolvimento de terapias mais eficazes para o tratamento de desordens neurológicas. 

Entre as últimas inovações tecnológicas, a nanotecnologia ocupa uma posição de destaque. 

Contudo, a maioria dos estudos incide essencialmente na avaliação dos efeitos do fármaco 

comparativamente com o complexo nanocarreador-fármaco, sendo escassos os estudos 

que avaliam os efeitos que o próprio nanomaterial pode provocar no organismo. 

A presente Tese, como já descrito nos capítulos anteriores, mostra a avaliação dos 

efeitos de um novo nanomaterial da família do grafeno - o óxido de grafeno reduzido, no 

sistema nervoso central, particularmente na BHE, de ratos adultos e seus potenciais efeitos 

toxicológicos.  

Para melhor compreensão, os resultados discutidos ao longo deste tópico foram 

divididos em cinco subtópicos: (i) caracterização dos nanomateriais; (ii) distribuição do 

nanomaterial no parênquima cerebral; (iii) avaliação da integridade da BHE; (iv) avaliação 

in vivo da toxicidade aguda e subcrônica de rGO e (v) avaliação os efeitos da peguilação 

sobre funcionalidade e toxicidade de rGO in vitro e in vivo. 

 

4.1 Caracterização dos nanomateriais 

 

Atualmente, não existe um guia de orientações da Food and Drug Administration  

(FDA) ou outra agência regulatória desenvolvido especificamente para o registro de 

formulações contendo nanomateriais com finalidade terapêutica ou diagnóstica.  

A FDA não apresenta uma opinião categórica afirmando que a nanotecnologia é 

segura ou nociva. A agência visa o desenvolvimento de uma abordagem regulatória 

adaptável e flexível, que considere as características específicas e os efeitos dos 

nanomateriais no contexto biológico particular de cada produto e seu uso pretendido [76]. 

 Com esta finalidade, é preciso avaliar uma ampla gama de propriedades físico-

químicas para ajudar a determinar se o material produzido é seguro para o uso projetado. 

Dependendo da aplicação, características como tamanho; morfologia; química de 

superfície - potencial zeta/carga de superfície, funcionalização; agregação/aglomeração; área 
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de superfície, porosidade, e quantidade de impurezas devem ser imprescindivelmente 

avaliadas. 

 Neste estudo, com o início do processo de redução do material a coloração passou 

gradualmente de marrom para preto, alteração característica da redução do óxido de 

grafeno [77]. Para corroborar os dados visuais, a solução aquosa de rGO foi caracterizada 

por espectroscopia no ultravioleta visível (UV-Vis). O óxido de grafeno apresenta absorção 

em 230 nm, correspondendo às transições π–π* das ligações dos anéis aromáticos C=C, e 

um ombro em 295 nm, que pode ser atribuido às transições n–π* de ligações C=O [78]. 

O espectro UV-Vis do rGO (Fig. 1A, Capítulo I), exibiu apenas um pico de absorção em 

265 nm, indicando que alguns grupos funcionais disponíveis na superfície foram removidos 

e a estrutura cristalina do grafeno foi parcialmente restaurada [78].  

 Uma das técnicas mais utilizadas para caracterização de nanomateriais da família 

do carbono é a espectroscopia Raman. Esta técnica permite a obtenção de informações 

sobre as características estruturais dos materiais carbonosos, tais como desordens na 

estrutura hexagonal do grafite (banda D), vibração no plano de átomos de carbonos sp2 

(banda G) e ordem de empilhamento (banda 2D) [79]. O espectro Raman apresentado na 

Fig. 1C do Capítulo I apresenta três bandas principais, D (1350 cm−1

), G (1598 cm−1

) e 2D 

(2750 cm−1

). Nota-se que a intensidade da banda D é superior à G, indicando 

desorganização na estrutura do material, provavelmente devido ao processo de redução 

térmica que introduz defeitos na estrutura cristalina em razão da quebra da estrutura 

grafítica e a presença de grupos funcionais epóxi e hidroxila residuais. O aparecimento da 

banda 2D indica a presença de multicamadas, confirmado por FE-SEM (Fig. 6A, Capítulo 

II). 

 Em relação à morfologia, rGO apresenta-se como finas folhas enrugadas, 

sobrepostas ou torcidas e intimamente associadas umas com as outras (Fig. 1B, Capítulo 

I). Imagens similares foram obtidas após a funcionalização de rGO com PEG (Fig. 1C, D, 

Capítulo IV). 

 A análise de dispersão dinâmica de luz (DLS, do inglês Dynamic light scattering) 

mostrou que rGO apresenta um padrão diferente de tamanho, carga de superfície e 

dispersão quando dissolvido em água e após funcionalização com PEG.  

 Um aumento significativo no tamanho, de 342 ± 23,5 nm para 910 ± 32,7 nm, foi 

observado após a peguilação (Tabela 1, Capítulo III). O tamanho é um fator crucial que 

regula a circulação dos nanomateriais na corrente sanguínea, a penetração através das 

barreiras fisiológicas, sua localização e até mesmo a indução de respostas celulares [80]. 

https://www.google.com.br/search?hl=en&q=imprescindivel&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjG94OTxuHMAhVBgJAKHeH0CYQQBQgaKAA
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 A comparação do potencial zeta revelou que a superfície de carga associada ao rGO 

apresenta-se mais negativa (-25 ± 0,18 mV) do que rGO-PEG (-4,2 ± 3,8 mV). Isto sugere 

a existência de ramificações amino positivas, resultando em uma menor carga eletrostática 

negativa após a funcionalização [81]. Estudos recentes têm mostrado que nanomateriais 

com carga positiva apresentam melhor captação celular e lisossomal quando comparados 

com os seus homólogos neutros ou carregados negativamente. No entanto, nanomateriais 

com carga positiva podem ser mais tóxicos do que os seus homólogos carregados 

negativamente [82]. 

 Em relação à dispersão, a peguilação de rGO induziu uma diminuição dos valores 

de PDI  de 0,56 ± 0,03 para 0,39 ± 0,04, indicando homogeneidade do diâmetro das 

partículas em suspensão, provavelmente devido a menor suscetibilidade de formação de 

agregados. De qualquer forma, rGO apresentou boa estabilidade em água e diferentes 

soluções fisiológicas incluindo salina, meio de cultura DMEM e albumina bovina sérica 

(Fig. 6B, Capítulo III). 

 Para confirmar a ligação entre rGO e PEG, utilizamos FTIR-ATR e  ressonância 

magnética nuclear de carbono-13. rGO-PEG exibiu um espectro com bandas em 1080 

cm−1 

(-C-O-C), 1641 cm−1

 (C=O) e 3359 cm−1

 (O–H) (Fig. 1A, Capítulo III), indicando 

crosslink entre PEG e rGO [83]. O mesmo padrão foi observado na ressonância magnética, 

com a presença de um pico em 70 ppm correspondente ao grupo –O-CH2  do PEG [84]. 

 

4.2 Distribuição do nanomaterial no parênquima cerebral 

 

O padrão ouro para visualização de nanomateriais em amostras de tecido é a 

microscopia eletrônica, que apresenta um processo relativamente demorado de preparação 

e análise das amostras. Além disso, devido ao pequeno campo de visão há dificuldade de 

localização dos nanomateriais e possibilidade de que a região analisada não seja 

representativa de todo o tecido. Neste contexto, optamos por utilizar um método de análise 

alternativo que apresenta baixo custo, simples preparação das amostras e proporciona 

informações precisas em um amplo campo de observação. 

A espectrometria MALDI-MSI permite a análise espacial da distribuição de 

moléculas específicas obtidas diretamente de secções de tecido congelado. Após a 

ionização da amostra, a mesma é direcionada para um analisador de massa para separar os 

íons formados de acordo com suas relações massa/carga (m/z). Então, a partir do 
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armazenamento do espectro de massas de cada íon, uma imagem bidimensional da 

amostra pode ser obtida [85]. 

Inicialmente, realizamos a análise da solução aquosa de rGO para determinarmos 

os íons mais abundantes.  rGO originou quatro picos principais: m/z 285, 421, 465 e 509 

(Fig. 2A, Capítulo I). O pico mais proeminente, m/z 465, indica o íon mais abundante 

formado durante o processo de ionização e, portanto, foi utilizado como precursor para 

geração das imagens. 

As imagens foram obtidas 15 minutos, 1 hora, 3 horas e 7 dias após a injeção 

intravenosa de 7 mg/Kg de rGO. O nanomaterial apresentou distribuição em todo 

parênquima cerebral, concentrando-se principalmente em duas regiões cerebrais, o tálamo 

e o hipocampo (Fig. 3, Capítulo I). O maior acúmulo de rGO nessas regiões demonstra 

que existem diferenças celulares e moleculares na composição da BHE nas diferentes 

regiões do cérebro, e que estas regiões são afetadas de forma diversificada segundo a injúria 

provocada [86]. A identificação das regiões alvo é importante pois permite que tais 

nanomateriais sejam utilizados no tratamento de doenças específicas, nesse caso por 

exemplo, a Doença de Alzheimer e Parkinson. 

Tendo em vista o potencial uso de rGO para aplicações no campo da neurociência, 

é fundamental compreender o seu comportamento e biodisponibilidade in vivo. Após 

criação de um histograma baseado na intensidade dos pixels do íon m/z 465 de rGO, 

realizamos a estimativa da quantidade de rGO presente no parênquima cerebral ao longo 

do tempo. Houve um aumento progressivo na quantidade de rGO durante as primeiras 3 

horas, indicando um movimento contínuo de rGO do sangue para o cérebro. Sete dias 

após a única administração de rGO, a concentração do nanomaterial no cérebro ainda era 

significativamente mais elevada do que nas imagem dos animais controle, apresentando 

quantidades similares às observadas 15 minutos após a administração.  

O tamanho de rGO (342 ± 23,5 nm) não foi, aparentemente, um obstáculo à sua 

entrada no cérebro. Poucos estudos demonstraram a presença de nanopartículas com 

tamanho entre 200-400 nm no cérebro [87, 88]; entretanto, nenhum destes trabalhos 

forneceu uma explicação clara do mecanismo pelo qual as nanopartículas chegaram ao 

cérebro. Possíveis explicações incluem (i) alterações na permeabilidade da BHE; (ii) 

alterações topológicas (dobramento, rolagem, formação de tubos e ondulações) nas bordas 

das finas folhas resultariam em dimensões menores e, dessa forma, permitiriam a entrada 

no cérebro [89]; (ii) deslizamento das folhas de rGO perpendicularmente através das 

membranas celulares, tal como sugerido in vitro [90]. 
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4.3 Avaliação da integridade da BHE  

 

Com base nos resultados obtidos anteriormente, a primeira hipótese avaliada foi de 

que a entrada de rGO no cérebro estaria relacionada com alterações na permeabilidade da 

BHE.  

Para confirmar tal hipótese, a permeabilidade da BHE foi investigada através do 

extravasamento do corante azul de Evans [91]. Após administração intravenosa, observou-

se que o corante difundiu-se de maneira sistêmica sendo bem evidente nas patas, olhos e 

orelhas dos animais (Fig. 1, Apêndice). Após 10 minutos de circulação do corante, não 

havia indícios de sua presença no cérebro dos animais controle (Fig. 5A, Capítulo I), 

enquanto que o órgão dos animais tratados com rGO encontrava-se impregnado pelo 

corante (Fig. 5B, Capítulo I), indicando ruptura da BHE. 

Após perfusão com solução fisiológica para lavagem do excesso de corante, notou-

se que a presença de azul de Evans concentrou-se principalmente no hipocampo, em 

menor extensão no tálamo e manteve-se ausente nas outras áreas do parênquima cerebral 

(Fig. 2, Apêndice). De fato, regiões adjacentes às áreas periventriculares são as regiões mais 

suscetíveis a disfunções na BHE [92]. 

Para elucidar os mecanismos pelos quais a permeabilidade da BHE foi alterada no 

hipocampo dos animais tratados com rGO investigamos a participação dos principais 

mecanismos envolvidos no transporte de substâncias através da BHE: (i) transporte pela 

via paracelular, controlado pelas junções interendoteliais; (ii) transporte pela via 

transcelular, uma rota de transporte vesicular; (iii) transporte por proteínas (influxo) e (iv) 

influência sobre as bombas de efluxo, já que substâncias que induzem ou  inibem a P-gp 

podem resultar em interações farmacocinéticas causando toxicidade. 

 Inicialmente analisamos a expressão das proteínas interjuncionais ocludina (junção 

de oclusão); β-catenina (junção de adesão); assim como de laminina, uma das proteínas 

que compõem a lâmina basal. Nossos dados mostraram que, de fato, rGO promoveu 

diminuição transitória na expressão das proteínas ocludina, β-catenina e laminina. 

Ocludina apresentou recuperação total 3 horas após a administração de rGO, enquanto 

que ocorreu apenas recuperação parcial da expressão das proteínas β-catenina e laminina. 

Um padrão de recuperação similar foi observado utilizando microscopia eletrônica de 

transmissão (Fig. 6, Capítulo I). 

A influência da administração de rGO sobre a via transcelular foi avaliada através 

da análise da expressão de caveolina-1, uma vez que o transporte transcelular mediado por 
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caveólas desempenha um papel importante no transporte de fármacos através da BHE 

[93]. Quinze minutos e 1 hora após a administração de rGO observou-se um aumento 

progressivo na expressão de caveolina-1 retornando aos níveis basais após 3 horas (Fig. 3, 

Apêndice). Recentemente, a proteína caveolina-1 tem sido associada a alterações na 

permeabilidade da BHE, com aumentos em sua expressão precedendo a diminuição da 

expressão das proteínas interjuncionais [93], assim como observado neste estudo. 

 A presença sistêmica de rGO não foi capaz de afetar o influxo transcelular (de 

glicose) tampouco o efluxo na interface sangue-cérebro (Fig. 4, Apêndice), sugerindo que 

rGO não é indutor ou inibidor dessas proteínas. 

 Os resultados obtidos até o momento demonstram que o rGO promove abertura 

transitória da BHE, cujas proteínas se recuperam total ou parcialmente 3 h após a sua 

administração. A manutenção da expressão dos transportadores de influxo de glicose e 

efluxo, fornecem boas perspectivas para o uso de rGO com fins terapêuticos. A 

identificação de substâncias que regulam a permeabilidade do endotélio cerebral pode 

contribuir para o desenvolvimento de terapias mais eficazes para o tratamento de 

desordens neurológicas que possuem acesso restrito de fármacos ao cérebro. 

 

4.4. Avaliação in vivo da toxicidade aguda e subcrônica de rGO. 

 

 Visto que a administração de rGO altera a permeabilidade da BHE afetando tanto 

o transporte paracelular quanto o transporte transcelular, primeiramente nós investigamos 

os possíveis efeitos neurotóxicos de rGO.  

 Durante avaliação clínica, nenhum sinal de alteração do sistema nervoso central 

e/ou periférico foi observado antes ou após a injeção intravenosa de 7 mg/kg de rGO 

(Tabela I, Capítulo II). A análise histológica do hipocampo dos animais tratados também 

não apresentou diferenças morfológicas quando comparada com a análise do hipocampo 

dos animais controle, independentemente do tempo após a administração de rGO (Fig; 

1A,B, Capítulo II). 

  A figura 1C,D do Capítulo II ilustra a imunomarcação de NeuN na região CA1 do 

hipocampo de um rato tratado com veículo (painel C) e 15 minutos após a administração 

rGO (painel D). Independentemente do tempo de exposição ao rGO, observou-se que os 

núcleos dos neurônios piramidais das sub-regiões CA1, CA2 e CA3 e dos neurônios 

granulares do giro denteado apresentaram um padrão de marcação similar entre os grupos 

controle e tratados. A expressão de NeuN, avaliada por western blotting, apresentou um 
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aumento imediato (15 minutos) mas ocasional, retornando e permanecendo nos níveis 

basais 1 hora, 3 horas e 7 dias após a exposição a rGO. Os resultados sugerem que o 

nanomaterial não interferiu na manutenção da viabilidade neuronal. 

 Em relação aos astrócitos, observou-se que os corpos e processos astrocíticos 

positivos para GFAP eram semelhantes nos grupos controle e tratados (Fig. 1 D,E, Capítulo 

II). Em situações de injúria, os astrócitos respondem rapidamente através de um processo 

denominado astrogliose, uma marca patológica de lesões estruturais do SNC [17]. A 

astrogliose é caracterizada por hiperplasia ou hipertrofia dos astrócitos, com consequente 

aumento de GFAP. A análise da expressão de GFAP mostrou que o tratamento com rGO 

não induziu alterações significativas nos níveis de GFAP ao longo do tempo (Fig. 1H, 

Capítulo II), sugerindo que rGO não provoca danos ao SNC. 

 Um dos pré-requisitos para o uso de nanomateriais com finalidade terapêutica é a 

compatibilidade com o sangue e seus componentes. Assim, os parâmetros hematológicos 

dos ratos tratados com rGO foram avaliados e comparados com o grupo controle. 

Conforme dados da Tabela 2 do Capítulo II, não ocorreram alterações significativas em 

nenhum dos parâmetros hematológicos analisados. Tem sido demonstrado que 

nanomateriais baseados em grafeno são compatíveis com sangue e não provocam hemólise, 

alterações na coagulação ou anormalidades em parâmetros hematológicos [94]. 

Embora os parâmetros hematológicos dos ratos tratados com rGO não tenham 

apresentado diferenças quando comparados com os parâmetros dos animais controle,  

houve indução de leucocitose (rGO 1 hora vs. rGO 3 horas) e leucopenia (rGO 3 horas 

vs. rGO 7 dias) intra-grupos; porém, todos os grupos apresentaram valor de leucócitos 

totais dentro dos valores de referência para ratos Wistar machos [95, 96].  

Os leucócitos participam do mecanismo de defesa do organismo e, portanto, a 

contagem dos leucócitos totais é muito empregada para detecção de possíveis agentes 

infecciosos ou corpos estranhos. Para confirmar que a indução de leucocitose intra-grupos 

não representa uma resposta inflamatória em decorrência da abertura da BHE induzida 

por rGO, nós avaliamos os níveis séricos das citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α e a 

expressão de IFN- e TNF-α em homogenato hipocampal. 

Os níveis de ambas citocinas foram indetectáveis no soro dos animais tratados. Em 

todas as amostras, os níveis de IL-6 e TNF-α encontraram-se abaixo dos valores de 

referência mínimos, 62,5 pg/mL para IL-6 and 125 pg/ml para TNF-α. Do mesmo modo, 

nenhuma alteração significativa foi observada na expressão de qualquer um dos marcadores 

inflamatórios ao longo do tempo (Fig. 2, Capítulo II). Com base nestes resultados e na 
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ausência de infiltrado de células inflamatórias (Fig. 1B, Capítulo II), sugere-se que o 

aumento do número de leucócitos não está associado a um processo inflamatório. Um 

aumento em até duas vezes no número de leucócitos circulantes pode refletir efeitos 

induzidos fisiologicamente em resposta ao medo, excitação ou exercício [97]. 

Após administrados, os nanomateriais podem deixar a corrente sanguínea e 

acumular-se em órgãos vitais como fígado e rins. Neste contexto, os níveis plasmáticos de 

marcadores de função hepática e renal foram avaliados. 

Para avaliar a hepatotoxidade, os níveis das enzimas transaminases, alanina 

aminotransferase e aspartato aminotransferase foram analisados. Não houve aumento nos 

níveis séricos das transaminases comparando-se os grupos tratados ao grupo controle 

(Tabela 3, Capítulo II). A análise histológica também não indicou alterações na estrutura 

hepática dos animais tratados com rGO (Fig. 3, Capítulo II). 

 Os dados da Tabela 3 do Capítulo II, demonstram que não houve alteração 

significativa nos níveis de creatinina. A dosagem dos níveis séricos de creatinina é 

corriqueiramente usada para estimar a taxa de filtração glomerular [98]. Entretanto, esta 

medida pode apresentar baixa sensibilidade para detectar graus leves de perda de função 

renal. Dessa forma, confirmamos os dados avaliando aspectos morfológicos tais como 

presença de lesões glomerulares, infiltrado inflamatório, fibrose e células apoptóticas. 

Nenhuma alteração aparente foi detectada nos animais tratados com rGO (Fig. 4, Capítulo 

II). 

 Em complemento, os níveis de ureia também foram investigados. Uma diminuição 

transitória nos níveis de ureia foi observada 3 h após administração de rGO, em 

comparação com o grupo controle (Tabela 3, Capítulo II). Alterações intra-grupos também 

foram observadas (rGO 15 minutos vs. rGO 1 hora e rGO 15 minutos vs. rGO 3 horas). 

Uma semana após o tratamento com rGO, os níveis de ureia retornaram aos níveis basais. 

Durante muitos anos a avaliação de ureia foi amplamente utilizada para avaliar a função 

renal; entretanto, a interpretação dos níveis de ureia devem ser cuidadosamente 

considerados no contexto clínico uma vez que alterações nos seus níveis podem não estar 

diretamente relacionados com alterações na função renal [98]. 

 A ureia é produzida pelo fígado e excretada pelos rins, quando esta excreção falha, 

seja por condições pré-renais quanto renais, a uréia começa a acumular-se no sangue. Nos 

seres humanos, os baixos níveis de ureia foram observados em várias condições, tais como 

trauma, cirurgia, desnutrição, excesso de líquido e uso de opióides e esteróides 
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anabolizantes [99, 100], enquanto que níveis baixos não são comuns e não costumam ser 

relatados em animais.  

 Em conjunto, os resultados indicam que rGO é hemocompatível e não apresenta 

potencial neuro, hepato ou nefrotóxico, podendo ser considerado um nanomaterial não 

tóxico nas condições  experimentais avalidas. 

 

4.5 Avaliação dos efeitos da peguilação sobre a toxicidade de rGO in vitro e 

in vivo. 

 

Na segunda fase do presente projeto, foram realizados testes in vitro e in vivo com 

rGO funcionalizado com o polímero PEG visando verificar a influência da peguilação 

sobre as características funcionais e toxicológicas de rGO. A adição de PEG à superfície de 

nanomateriais vem sendo amplamente utilizada para reduzir a absorção dos nanomateriais 

pelo sistema reticuloendotelial, prolongando assim, seu tempo de permanência na 

circulação sanguínea; além de diminuir a degradação por enzimas metabólicas e reduzir a 

imunogenicidade e toxicidade [101]. 

A citotoxicidade de rGO foi avaliada em cultura primária de astrócitos e células 

endoteliais cerebrais utilizando o ensaio EZ4U e o sistema xCELLigence. Por ambas as 

metodologias, foi possível observar um decréscimo da viabilidade celular com o aumento 

da concentração, tantos nos astrócitos (Fig. 2A,B, Capítulo III) quanto nas células 

endoteliais cerebrais (Fig. 3A,B, Capítulo III), quando comparado aos controles. Não 

foram observadas diferenças entre os controles e as células tratadas com rGO não 

peguilado (Fig. 2A,B e Fig. 3A,B, Capítulo III). 

Os resultados da imunomarcação com marcadores astrocitários (GFAP e AQP4) e 

endoteliais (Claudina-5 e ocludina) sugerem que a alteração na viabilidade é decorrente de 

alterações morfológicas proeminetes que se seguem à morte celular, indicando alta 

toxicidade do nanomaterial peguilado (Fig. 2E,H e Fig. 3F, Capítulo III). 

Deve-se ter cuidado ao afirmar que PEG é um produto não-tóxico e não-

imunogênico. Recentemente, alguns estudos têm demonstrado que a inclusão de PEG em 

nanopartículas e fármacos promove a ativação do sistema complemento e induz a produção 

de anticorpos anti-PEG, que aceleram a sua depuração comprometendo a eficácia 

terapêutica [102]. Além disso, outros estudos demonstraram que moléculas terapêuticas 

que exigem entrega intracelular, tais como siRNA e genes, quando peguiladas apresentam 

redução na sua captação e entrega [103].  
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 Nos estudos in vivo, os animais tratados com rGO-PEG apresentaram uma 

diminuição mais acentuada e prolongada na expressão das proteínas interjuncionais e da 

laminina (Fig. 4, Capítulo III) quando comparados com os resultados dos animais tratados 

com rGO apresentados anteriormente (Fig. 7, Capítulo I).  

 Outro ponto abordado no sentido de confirmar os resultados obtidos in vitro, foi a 

determinação in vivo da expressão de GFAP e Cx43. Nos últimos anos, tem sido proposto 

que as conexinas possuem um papel importante na estabilização das junções endoteliais 

cerebrais uma vez que o uso de inibidores de conexinas resulta na regulação negativa de 

ocludina e claudina com consequente aumento na permeabilidade da barreira [104].  

 Nossos dados mostraram que a presença do rGO-PEG na circulação foi capaz de 

afetar a expressão de GFAP e Cx43 de forma similar (Fig. 5, Capítulo III). Entre 3 horas e 

7 dias após administração de rGO-PEG, ocorreu uma diminuição progressiva na expressão 

de ambas proteínas, provavelmente em decorrência de morte celular. Sabe-se que 

diminuições na expressão de Cx43 resultam em aumento da morte astrocitária induzida 

por espécies reativas de oxigênio (EROs) [105]. 

Para confirmar tal hipótese, avaliamos a produção de EROs (in vitro) e as enzimas 

do sistema antioxidante enzimático catalase e SOD (in vivo) após administração de rGO-

PEG em comparação com os efeitos de rGO não peguilado.  

Nos astrócitos, a concentração mais elevada de rGO-PEG induziu um aumento de 

270% nos níveis intracelulares de EROs, enquanto que rGO induziu um aumento de 33 

%, em comparação com os respectivos controles (veículos) (Fig. 6A, Capítulo III). Nas 

células endoteliais cerebrais apenas o tratamento com rGO-PEG induziu aumento na 

produção intracelular de EROs (Fig. 6B, Capítulo III). 

 A comparação da expressão de catalase e SOD-1 após administração de rGO (Fig. 

5, Capítulo II) e de rGO-PEG (Fig. 7, Capítulo III), revelou um aumento apenas na 

expressão de catalase após a administração do nanomaterial peguilado. Em complemento, 

a análise dos níveis séricos das mesmas enzimas indicou um aumento nos níveis de SOD 

1 h e 7 dias após o tratamento com ambos nanomateriais (Tabela 4, Capítulo II e Tabela 

2, Capítulo III); e um aumento nos níveis de catalase 7 dias após o tratamento com rGO-

PEG (Tabela 2, Capítulo III). Não houve indução de peroxidação lipídica, avaliada pelo 

teste de TBARS, em nenhum dos grupos analisados.  

 Embora a formulação de rGO tenha induzido um aumento nos níveis de EROs 

nos astrócitos e nos níveis séricos de SOD in vivo, este nanomaterial mostrou-se menos 

tóxico que seu padrão peguilado, que induziu alterações proeminentes em todas as análises 
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realizadas. Tal comportamento pode estar relacionado ao fato de que rGO não atinge o 

limiar necessário para produzir toxicidade celular, demonstrando que seus efeitos são 

autolimitados. 

Em conjunto, esses resultados demonstram que o efeito citotóxico causado por 

rGO-PEG nos astrócitos e nas células endoteliais cerebrais está intimamente envolvido 

com a produção de EROs, o  que poderia acarretar diversos outros danos celulares,  como 

por exemplo, alterações genotóxicas. Dessa forma, utilizamos o ensaio 

de micronúcleos em sangue periférico como bioindicador de genotoxicidade. Foi 

observado um aumento da frequência de micronúcleos de 0,32 ± 0,149 para 0,64 ± 0,193 

nos animais expostos à rGO-PEG por 7 dias. Em comparação, a frequência de 

micronúcleos dos animais controle e tratados com rGO manteve-se similar (0,68 ± 0.13 vs. 

0,64 ± 0.19) (Tabela 5, Capítulo II).  

Danos hepáticos e renais também são comumente avaliados em estudos 

envolvendo nanomateriais que induzem estresse oxidativo. A grande maioria dos 

compostos endógenos e xenobióticos são biotransformados no fígado e excretados pelos 

rins. Estudos histológicos evidenciaram alterações morfológicas hepáticas e renais nos 

grupos tratados com rGO-PEG.  

Na análise hepática dos animais tratados com PEG (grupo controle), observou-se 

uma organização estrutural típica, veias centrais normais, ausência de infiltrado inflamatório 

e presença de raros hepatócitos com núcleos picnóticos e cromatina condensada (Fig. 5A, 

Apêndice). Nos animais tratados com rGO-PEG observou-se congestão dos sinusóides 

iniciando 3 horas após sua administração (Fig. 5C, Apêndice) e culminando com fibrose 

aos 7 dias (Fig. 5E, Apêndice). 

O parênquima renal dos animais controle apresentou glomérulos em quantidade 

adequada, sem alterações histológicas e ausência de alterações túbulo-intersticiais (Fig. 6A, 

Apêndice). Entretanto, 15 minutos após a administração de rGO-PEG observou-se 

hipertrofia tubular discreta (Fig. 6B, Apêndice) acompanhada por glomérulos escleróticos 

entre 1 hora (Fig. 6C, Apêndice) e 3 horas (Fig. 6D, Apêndice). Ambas alterações 

encontradas nos rins dos grupos tratados foram reversíveis. Decorridos 7 dias da exposição 

à rGO-PEG, o córtex renal apresentou sinais de recuperação (Fig. 6E, Apêndice). 

Os resultados aqui relatados demonstram que a ligação de PEG à rGO provocou 

uma associação sinérgica que culminou em graves efeitos tóxicos. As diferenças entre o 

presente estudo e alguns resultados encontrados na literatura podem ser explicadas por 
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diferenças no desenho e modelo experimental. É evidente que as características físico-

químicas dos nanomateriais devem ser consideradas em termos de efeitos toxicológicos. 

Em relação ao futuro desenvolvimento de revestimentos de superfície de 

nanomateriais, ressaltamos que a peguilação pode não ser sempre a melhor estratégia no 

desenvolvimento de dispositivos para a entrega de fármacos. 
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V CONCLUSÕES 

 

 Com base nos resultados obtidos neste trabalho concluímos que: 

 

- A suspensão aquosa de rGO demonstrou bons parâmetros referentes a tamanho, índice 

de polidispersão e potencial zeta. 

 

- Há diferenças regionais na localização de rGO, provavelmente devido a heterogeneidade 

da BHE em diversas regiões do cérebro. rGO acumulou-se principalmente no tálamo e 

hipocampo. O entendimento das características regionais da BHE é importante para 

desenvolver uma base de conhecimento das propriedades de transporte sangue-cérebro, 

fundamental para o carreamento de fármacos para áreas cerebrais de interesse. 

 

- A injeção intravenosa única de 7mg/kg de rGO provocou abertura transitória da BHE de 

ratos Wistar adultos, particularmente na região do hipocampo. O período de 1 hora após 

a administração do nanomaterial parece ser crítico na resposta dos animais. 

 

- A alteração na permeabilidade da BHE provocada por rGO foi identificada através do 

extravasamento do corante azul de Evans e da presença do traçador extracelular nitrato de 

lantânio no espaço interendotelial. Os mecanismos pelos quais a permeabilidade da BHE 

foi alterada envolvem tanto o transporte paracelular quanto o transporte transcelular. 

 

- Os testes hematológicos, histopatológicos, bioquímicos e genotóxicos demonstraram que, 

nas condições experimentais utilizadas, rGO induz efeitos toxicológicos mínimos. As 

alterações ocorrem de forma dinâmica e autolimitante, não induzindo danos permanentes. 

 

- A PEGuilação de rGO melhorou sua dispersibilidade mas não sua interação com 

componentes celulares da BHE. rGO-PEG provocou efeitos deletérios significativos em 

astrócitos e células endoteliais assim como diminuição na expressão de marcadores 

astrocitários (GFAP e Cx43) e das junções interendoteliais (ocludina e β-catenina) em 

homogenato hipocampal. A formação intracelular de espécies reativas de oxigênio in vitro 
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e o aumento no sistema antioxidante enzimático in vivo induzido por rGO-PEG sugerem 

danos mediados por estresse oxidativo. 

 

 Conclusão geral:  

 

 Em conjunto os dados sugerem que rGO, mas não rGO-PEG, pode ser uma 

ferramenta promissora para o carreamento de fármacos empregados no tratamento de 

desorders cerebrais que normalmente  não respondem aos tratamentos convencionais 

devido à impermeabilidade da BHE. 
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VII APÊNDICE 

 

 

Fig. 1 Fotografia representativa da distribuição do corante Azul de Evans 3 horas após a 

injeção de rGO (7mg/kg). 

 

 

 

Fig. 2  Fotografias representativas de ratos adultos injetados com Azul de Evans 3 horas 

após a administração de (A) água destilada e (B) rGO.  
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Fig. 3  Expressão de caveolina-1 após a administração i.v. de 7 mg/kg de rGO. As bandas 

foram normalizadas com o controle endógeno β-actina e quantificadas 

densitometricamente. Foram considerados significativos *p< 0,05 e **p < 0,01 quando 

comparados ao grupos controle. Student t-test; dados apresentados como média ± SEM.  

 

 

 

Fig. 4 Efeitos da administração i.v. de 7 mg/kg de rGO na expressão da (A) proteína de 

influxo de glicose GLUT-1 e (B) proteína de efluxo P-gp em homogenato hipocampal. 

As bandas foram normalizadas com o controle endógeno β-actina e quantificadas 

densitometricamente.  
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Fig. 5  Fotomicrografias representativas de secções histológicas de fígado após injeção i.v. 

de (A) PEG (controle) e (B-E) rGO-PEG. Coloração tricrômico de Masson. Barra = 200 

m. 
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Fig. 6 Fotomicrografias representativas do cortex renal após injeção i.v. de (A) PEG 

(controle) e (B-E) rGO-PEG. (F) Foco no glomérulo de um animal (a) controle e após (b) 

15 minutos e (c) 3 horas da administração de rGO-PEG. Secções coradas com tricrômico 

de Masson. Barra = 200 m. 
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