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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA
Esta pesquisa desenvolve nanomateriais inovadores para terapia de cancer de pele
ndo-melanoma via hipertermia magnética. Visa tratamento mais eficaz, direcionado e
menos toxico, promovendo saude (ODS 3) e inovacdo tecnologica (ODS 9) com

potencial econémico e social.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research develops innovative nanomaterials for non-melanoma skin cancer
therapy via magnetic hyperthermia. It aims for more effective, targeted, and less toxic
treatment, fostering health (SDG 3) and technological innovation (SDG 9) with

economic and social potential.
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RESUMO

O cancer de pele ndo melanoma (CPNM) representa um dos tipos mais prevalentes
de cancer, com mais de 1,2 milhdo de novos casos registrados em 2022, segundo a
GLOBOCAN. Sua alta incidéncia e potencial para sequelas funcionais e estéticas,
demandam novas abordagens terapéuticas mais precisas e menos invasivas. Para
encontrar alternativas de terapias mais efetivas, direcionadas e econdmicas
investigam-se materiais biocompativeis, estaveis, de baixo custo e com potencial
terapéutico. Neste contexto, o 6xido de grafeno (OG) surge como uma opcao
promissora, devido a sua biocompatibilidade, estabilidade, baixo custo e versatilidade
de funcionalizacdo como base para o desenvolvimento de materiais para aplicagcoes
biomédicas. Este trabalho explorou a sintese e funcionaliza¢do do 6xido de grafeno
com a adicdo de 6xido de ferro magnético e acido folico para tratamento de CPNM
por hipertermia magnética. O processo sintético para obten¢édo do 6xido de grafeno
utilizou o método de Hummers modificado, seguido pela incorporacdo de oxido de
ferro magnético por coprecipitagdo. A funcionalizagdo foi finalizada com a ligacao
covalente do acido folico a superficie das nanoparticulas, empregando-se dois
métodos distintos de acoplamento: um em meio ndo-aquoso via DCC/NHS/DMSO e
outro em meio aquoso via EDC/NHS, conferindo ao material propriedades
magnéticas, térmicas e biolégicas conjugadas na mesma estrutura. A técnica de
hipertermia magnética utiliza um campo magnético alternado para gerar calor local,
gue, por sua vez, produz radicais livres capazes de induzir a morte celular. O acido
félico, conhecido por sua alta afinidade e especificidade para receptores de folato
sobreexpressos na superficie das células cancerosas, direciona a entrega seletiva
para o tratamento nas células afetadas. A caracterizacdo dos materiais foi realizada
por diversas técnicas, a fim de verificar as propriedades fisico-quimicas em cada
etapa da fabricacdo. A espectroscopia RAMAN, UV/Vis e FTIR confirmaram a
oxidacao eficaz do grafite e a estrutura do 6xido de grafeno. A difratometria de raios
X (DRX) e a microscopia eletrénica de varredura (MEV) confirmaram a presenca e
morfologia das nanoparticulas esféricas de 6xido de ferro, bem como, com analises
adicionais, atestaram o carater magnético das folhas de 6xido de grafeno. Estas
técnicas e métodos de analise também confirmam a modificacdo e funcionalizacéo
da superficie do material com grupos aminossilanos, garantindo a incorporacao
covalente do &cido fdlico. Adicionalmente, a caracterizacdo citolégica foi realizada
para avaliar a viabilidade celular dos nanomateriais. Os resultados obtidos validam a
eficiéncia do método de sintese e a funcionalizacdo dos materiais, comprovando que a
rota sintética estabelecida permite a obtencédo de nanoparticulas de 6xido de grafeno
magnético (OGM) e suas variantes funcionais (OGMAF) com as propriedades
desejadas para a aplicacdo em beneficio das terapias de hipertermia magnética. A
combinacgéo de propriedades magnéticas, capacidade de direcionamento especifico
e biocompatibilidade do OGMAF sugere seu potencial como estratégia promissora e
bem caracterizada para terapias inovadoras no tratamento de CPNM.

Palavras-chave: Nanoparticulas, Oxido de grafeno, Magnético, Cancer de pele n&o
melanoma, Funcionalizagédo, Caracterizacao.



ABSTRACT

Non-melanoma skin cancer (NMSC) is one of the most prevalent types of cancer, with
more than 1.2 million new cases reported in 2022, according to GLOBOCAN. Its high
incidence and potential for functional and aesthetic sequelae require new, more
precise, and less invasive therapeutic approaches. To find more effective, targeted,
and cost-effective therapeutic alternatives, biocompatible, stable, low-cost materials
with therapeutic potential are being investigated. In this context, graphene oxide (GO)
emerges as a promising option due to its biocompatibility, stability, low cost, and
versatility of functionalization as a basis for the development of materials for biomedical
applications. This work explored the synthesis and functionalization of graphene oxide
with the addition of magnetic iron oxide and folic acid for the treatment of NMSC using
magnetic hyperthermia. The synthetic process to obtain graphene oxide used the
modified Hummers method, followed by the incorporation of magnetic iron oxide by
coprecipitation. Functionalization was completed by covalently attaching folic acid to
the nanopatrticle surface using two distinct coupling methods: one in a non-aqueous
medium via DCC/NHS/DMSO and the other in an aqueous medium via EDC/NHS,
conferring magnetic, thermal, and biological properties to the material combined in a
single structure. The magnetic hyperthermia technique uses an alternating magnetic
field to generate local heat, which in turn produces free radicals capable of inducing
cell death. Folic acid, known for its high affinity and specificity for folate receptors
overexpressed on the surface of cancer cells, directs selective delivery of the treatment
to the affected cells. Material characterization was performed using several techniques
to verify the physicochemical properties at each stage of fabrication. RAMAN
spectroscopy, UV/Vis, and FTIR confirmed the effective oxidation of graphite and the
structure of graphene oxide. X-ray diffractometry (XRD) and scanning electron
microscopy (SEM) confirmed the presence and morphology of spherical iron oxide
nanoparticles, and, with additional analyses, confirmed the magnetic nature of the
graphene oxide sheets. These analytical techniques and methods also confirmed the
modification and functionalization of the material's surface with aminosilane groups,
ensuring the covalent incorporation of folic acid. Additionally, cytological
characterization was performed to assess the cellular viability of the nanomaterials.
The results obtained validate the efficiency of the synthesis method and the
functionalization of the materials, demonstrating that the established synthetic route
allows the production of magnetic graphene oxide (MGO) nanoparticles and their
functional variants (MGOFASs) with the desired properties for application in magnetic
hyperthermia therapies. The combination of magnetic properties, specific targeting
capacity, and biocompatibility of GMOFAs suggests its potential as a promising and
well-characterized strategy for innovative therapies in the treatment of NMSC.

Keywords: Nanoparticles; Graphene oxide; Magnetic; Non-melanoma skin cancer;
Functionalization; Characterization.
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1 INTRODUCAO

O termo cancer engloba um grupo de doencas caracterizadas pelo
crescimento descontrolado e pela proliferacdo de células anormais, constituindo um
dos maiores desafios da saude global. Essas enfermidades resultam em uma
alteracdo das propriedades normais das células, desencadeada por uma série de
eventos moleculares em diversas regiées no organismo vivo. Nas células alteradas, o
controle natural sistémico que impede seu crescimento excessivo € inibido. Portanto,
a célula invade outros tecidos causando sua disseminacédo, pois ndo mais necessita
de sinais especificos para induzir o crescimento e divisdo celular. Estas mudancas,
impulsionadas por muta¢gbes genéticas, levam a novas caracteristicas celulares
hereditarias, como a formacgéo de novas estruturas andmalas, a diminuicdo da adesao
celular e a producdo de novas enzimas alteradas!. Tais mutagGes tendem a se
acumular com o passar do tempo e acarretam anormalidades adicionais, o que pode
resultar na morte celular ou fazer com que a célula ganhe vantagem seletiva, que
precede o aumento na rapidez da multiplicacdo dessas células cancerosas. Se estas
permanecem em seu local de origem, sdo denominadas de benignas; se invadem
outros tecidos, sdo chamadas de malignas, podendo apresentar metastase e enviar
células cancerigenas a sitios distantes no corpo onde novos tumores podem se
formar2.

Em uma visdo global, pela World Health Statistics, em 2025 as doencas nao
comunicaveis (DNCs), que incluem principalmente céanceres, doencas
cardiovasculares, doencas respiratorias crénicas e diabetes, continuam sendo um
desafio para a saude global. Dados de 2021 mostram que as DNCs sao responsaveis
por cerca de 18 milh6es de mortes prematuras, de pessoas com menos de 70 anos,
representando mais da metade dos 6bitos nessa faixa etéria. Dentre estas mortes,
estatisticas mostram que 0s numeros seguem em ascenséao devido ao crescimento e
envelhecimento populacional. O mundo ainda esta longe de atingir as metas
estabelecidas pelos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), de reducéo de
morte prematuras por um terco3. Seguindo em perspectiva de doencas néo
comunicaveis (DNCs), o cancer se destaca como uma doenca de saude publica de
grande impacto mundial. A pesquisa realizada pelo projeto GLOBOCAN em 2022,
revelou quase 20 milhdes de novos casos e cerca de 9,7 milhdes de 6bitos por cancer
em todo o mundo. Verificou-se que 62,9% dos casos novos e 71,6% dos 6bitos estao

notavelmente concentradas em regifes em desenvolvimento como Asia, América
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Latina, Caribe e Africa, que englobam a maioria dos paises em desenvolvimento. Em
especial o cancer de pele ganha destaque pela sua alta incidéncia em todas as
populacdes, apresentando-se em forma de melanoma, mais raro e agressivo, e de
auséncia de melanoma ou ndo-melanoma. Em 2022, na ultima pesquisa mundial,
foram registrados mais de 1,2 milhdes de novos casos de cancer de pele néo-
melanoma (NMSC) e quase 70 mil 6bitos, colocando o NMSC em 5° lugar como o
cancer mais incidente globalmente. Em comparacdo, o melanoma de pele registrou
cerca de 332 mil casos e cerca de 59 mil dbitos, figurando como o 17° em termos de
incidéncia®.

Com um olhar local, em uma estimativa de incidéncia do cancer no Brasil pelo
Instituto Nacional de Cancer (INCA), publicada e embasada em dados trienais sobre
a incidéncia de cancer no pais, foram disponibilizadas as estimativas 2023. No
contexto brasileiro, 0 nimero de novos casos de cancer por ano correspondera a 704
mil, sendo 220 mil destes casos correspondentes aos de pele ndo melanoma. Onde,
em distribuicdo geografica ndo homogénea devido a varios fatores, 70% dessa
incidéncia se concentra nas Regides Sul e Sudeste®. Ainda segundo o Inca,
especificamente por meio de seu Atlas de Mortalidade por céncer, atualizado
regularmente com base no Sistema de Informacdes de Mortalidade (SIM) do Ministério
da Saude, o compilado de dados mostrou o nimero de Obitos para o Brasil. Em 2021,
para ambos 0s sexos e todas as idades, o cancer, englobando todas as neoplastias
malignas de localizacdes diversas, foi responsavel por cerca de 260 mil ébitos por
causa conhecida registrados. Sendo destas, mais de 3,3 mil causados pelo cancer de
pele ndo-melanoma (e 2164 de cancer de pele melanoma)®. O principal fator de risco
para todos os tipos de cancer de pele é a exposicdo excessiva a radiacdo solar,
principalmente a radiacao ultravioleta. Esse dano induz lesées no DNA e é cumulativo,
sendo que para seu desenvolvimento a idade, o sexo e a susceptibilidade individual
também séo fatores associados importantes. Se os tumores forem diagnosticados e
tratados de forma precoce e adequada, em sua fase inicial, havera um bom
prognaostico, porém este pode piorar se os melanomas forem diagnosticados em fase
avancada ou de metastase. No Brasil, o cancer de pele ndo melanoma é o mais
frequente, o que reforgca sua relevancia como um alvo prioritario para inovagées no
tratamento oncoldgico®.

E necessario enfatizar que o cancer tem carater multiplo, o qual pode se

manifestar com diversidade de sintomas e por isso apresenta taxas distintas de
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mortalidade para cada caso. Por suas peculiaridades ha inUmeras maneiras pelas
guais esta doenca pode ser abordada de forma a obter terapias e prevencodes
especificas. Os diagndsticos, exames, assisténcia e tratamentos de alta qualidade,
complexidade e tecnologia exigem pesquisas e investimento constantes, que levam a
melhoria na salude preventiva e a exames modernos e tratamentos mais efetivos para
o desenvolvimento cientifico que beneficie a salide publica 7. Ha diferentes pesquisas
gue abordam o tema, mas em especial o rapido desenvolvimento da medicina e da
terapia direcionada com enfoque em nanomateriais promoveu o surgimento e avango
de diversos nanosistemas com diferentes composi¢cdes e morfologias para otimizacao
de biosensores, diagnostico por imagem e terapias para diversos tipos de céancer,
incluindo o cancer de pele 8°.

Com a finalidade de se oferecer op¢bes de melhores e mais econémicas
alternativas ao tratamento de cancer, buscam-se materiais biocompativeis, estaveis,
de baixo custo e com potencial terapéutico. Com estas caracteristicas em mente foi
escolhido o oxido de grafeno (OG) como a base a ser funcionalizada. Este possui
propriedades fisico-quimicas interessantes, tais como ser um material atoxico,
hidrofilico, capaz de absorver luz e com boa estabilidade térmica, além de apresentar
excelente condutividade térmica, permitindo que o material se aqueca ao longo de
toda sua superficie de forma homogénea. Sendo esta uma propriedade consideravel
para certas aplicacdes terapéuticas, como no caso da hipertermia induzida, que trata
0s tumores cancerigenos com o aquecimento controlado. Também possui em sua
superficie grupos funcionais como hidroxil, epdxi e carboxil que viabilizam sua
funcionalizacdo®!!, Por estes motivos é um material que vem despertando interesse
na ultima década e, portanto, sendo desenvolvido de maneira promissora com objetivo
de satisfazer aplicacbes biomédicas diversas, especialmente no tratamento de cancer
5960 A sintese de OG mais conhecida atualmente é a do método de Hummers e
Offman, o método original utiliza Ho.SO4 e NaNO3z que se interpdem entre as folhas de
grafite posteriormente oxidadas pela adicdo de KMnO4. Este método foi modificado
para a remocdo do NaNOQOs, pois este forma os gases toxicos NO2 e N2O4 durante a
sintese. Embora esta modificacdo evite a formacdo de gases tdxicos, a rota com
H.SOsainda gera gases de enxofre toxicos, requerendo atencdo especial a ventilagéo
e seguranca 21332,

Os constantes estudos baseados em sua funcionalizagdo mostram diversos

nanosistemas a base de OG, empregando diferentes tipos de compostos tal como
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metais, Oxidos metdlicos, silicas, ampla gama de polimeros, nanoparticulas
fluorescentes entre outros 14182161 Estes compostos incorporados ao 6xido de
grafeno podem agregar propriedades bioldgicas ou oferecer novas perspectivas para
aplicagbes, abrangendo diferentes composi¢cdes, funcionalizagbes, estruturas e
métodos para sintese a fim de obter aplicagbes biomédicas versateis e
multifuncionais.

As propriedades teranosticas desses nanosistemas a base de OG ja séo
exploradas para diagnéstico por imagem guiada, diversas terapias fotbnicas,
quimioterapias, biosensores e diversas outras!®??, Com o objetivo de aumentar seus
efeitos terandsticos sdo também realizados estudos que analisam o 6xido de ferro e
sua atuacdo junto ao OG. As nanoparticulas superparamagnéticas vem sendo
amplamente exploradas mostrando diversas rotas sintéticas, de maneira a ser
empregadas em pesquisas cientificas e também atuar em diferentes aplicagbes
tecnolégicas como: aplicacbes biossensiveis, aplicacbes médicas, entrega
direcionada de farmacos, como agentes de contraste em ressonancia magnética
(MRI), tintas magnéticas para impressao a jato, reparo de tecidos, imunoensaio,
remocao de impurezas de produtos biolégicos fluidos, hipertermia, administracéo de
drogas e separacédo celular entre outros%23,

Dessas aplicacfes tecnoldgicas na area médica alguns tratamentos de cancer
vém ganhando visibilidade. Destes se destaca a terapia por hipertermia magnética,
uma terapia térmica que se baseia no emprego de campos eletromagnéticos
alternados. No caso do tratamento de céancer, empregam-se as nhanoparticulas
magnéticas, que podem ser guiadas por um campo magnético, sendo que atualmente
nao se observam contraindicacdes para humanos, exceto aqueles pacientes com
materiais magnetizaveis no corpo, como dispositivos médicos com bateria ou
materiais metdalicos?*?’. Também podem ser detectadas utilizando imagem por
ressonancia magnética (MRI) e liberar calor por sua exposi¢cdo a um campo magnético
alternado (AMF), onde também geram radicais livres. Essa geracéo de radicais, como
as espécies reativas de oxigénio, é catalisada pelos ions de ferro das nanoparticulas
(reacdo tipo Fenton) e intensificada pelo aquecimento local, que acelera essas
reacdes e aumenta o estresse oxidativo. Estes dois fatores (o calor e os radicais livres)
sdo cruciais para a citotoxicidade e destruicdo do tumor, explorando a maior
sensibilidade das células cancerigenas 1°28:33.63 A utilizacdo dessas técnicas permite

carregar, liberar e em alguns casos ativar, de maneira controlada, os compostos
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados comprovam a obtencéo dos produtos OG, OGM,
OGMAF-1 e OGMAF -2, assim estabelecendo uma rota padrdo para a sintese. As
quais foram propostas, ajustadas e modificadas a partir do estudo pratico dos métodos
e rotas sintéticas disponiveis na literatura. Para formacdo do 6xido de grafeno foi
utilizado o método de Hummers modificado, este se mostra eficiente através dos
dados caracteristicos apresentados nos espectros Raman, UV/Vis, infravermelho que
mostram a efetiva oxidacdo do grafite. Sua estrutura foi confirmada pelos
difratogramas de raios X e termogravimetrias, e sua morfologia pelas micrografias da
microscopia eletrénica de varredura, que também evidenciam a obtencao e forma das
nanoparticulas esféricas de oxido de ferro, dando carater magnético as folhas de oxido
de grafeno a partir do método de coprecipitacdo. Estas técnicas e métodos de analise
sdo utilizados também para atestar a funcionalizacdo da superficie do Oxido de
grafeno magnético, modificada com grupos aminosilanos possibilitando a
incorporacao por ligacdo covalente ao acido folico. Ensaios de viabilidade celular em
HDFn demonstratam auséncia de citotoxicidade, indicando excelente
biocompatibilidade inicial. Testes de hipertermia magnética comprovaram o potencial
termogénico do produto final. A combinacdo de propriedades magnéticas, de
direcionamento especifico e de biocompatibilidade do material desenvolvido sugere
um potencial promissor para futuras pesquisas e para sua aplicacdo terapéutica no

tratamento de cancer de pele ndo-melanomatico.
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