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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA
O céancer de pele nao-melanomatico tem altas chances de cura se detectado e
tratado precocemente, pode deixar mutilagdes na pele se nao for tratado
adequadamente e em casos extremos levar a morte. No Brasil a estimativa de
novos casos desse tipo de cancer em 2020 foi de 176930 e o numeros de morte
registrados no Brasil foi de 2616 em 2019 segundo relatério do Instituto Nacional
de Cancer (INCA)de 2022.

No Brasil os gastos para tratamento de cancer passaram de 470 milhdes em
1999 para 3,3 bilhdes em 2015, isso se deve ao fato de que esses custos estao
associados ao tratamento em estagios mais avangados da doenga. No Brasil,
segundo uma pesquisa encomendada pelo Tribunal de Contas da Unido, em
2010, 60,5% dos casos de cancer diagnosticados estavam nos estagios 3 e 4 da
doencga, isso quer dizer que o cancer ja estava localmente avangado (estagio 3)
ou espalhando para outros 6rgaos do corpo (estagio 4). Nestes estagios, os
custos de tratamento costumam ser 60% a 80% mais caros que o0s
diagnosticados em fase inicial (estagios 1 e 2) e também com possibilidade de
cura menores. A incorporagao de novas tecnologias para o tratamento de cancer
também tende a ser mais barata em estagios iniciais da doenca, portanto,
poderao ser feitas economias significativas caso o diagndstico possa ser feito
logo nos estagios iniciais. Em especifico do cancer de pele ndo-melanomatico,
estima-se que o custo do sistema publico de saude em 2010 foi de 37 milhdes

de reais.

A terapia fotodinamica (TFD) tem sido estudada como uma alternativa de
complemento aos tratamentos convencionais contra o cancer, como a
quimioterapia, ou até sua total substituicdo para o tratamento de cancer em
estagios iniciais. E por ser uma técnica de aplicagdo simples, possibilita a
disponibilidade dela em varios lugares do pais, fazendo com que as pessoas
consigam ter acesso a esse tratamento na fase inicial do cancer, aumentado

assim a taxa de sucesso do tratamento.
POTENCIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Non-melanoma skin cancer has high chances of cure if detected and treated

early, but it can leave skin mutilations if not properly treated and, in extreme



cases, lead to death. In Brazil, the estimated number of new cases of this type of
cancer in 2020 was 176,930, with 2,616 deaths registered in 2019, according to
the 2022 report from the National Cancer Institute (INCA).

In Brazil, cancer treatment expenses increased from 470 million in 1999 to 3.3
billion in 2015, primarily due to the association of these costs with more advanced
stages of the disease. According to a study commissioned by the Federal Court
of Accounts in 2010, 60.5% of diagnosed cancer cases in Brazil were in stages
3 and 4 of the disease, indicating locally advanced cancer (stage 3) or spreading
to other organs of the body (stage 4). Treatment costs at these stages are usually
60% to 80% more expensive than those diagnosed in the early stages (stages 1
and 2), with lower chances of cure. The incorporation of new technologies for
cancer treatment is also generally less expensive in the early stages of the
disease, potentially leading to significant cost savings if the diagnosis is made

early.

Specifically for non-melanoma skin cancer, the estimated cost to the public health
system in 2010 was 37 million Brazilian reais. Photodynamic therapy (PDT) has
been studied as an alternative or complement to conventional cancer treatments,
such as chemotherapy, and may even serve as a total replacement for early-
stage cancer treatment. Because PDT is a simple application technique, it can
be made available in various locations across the country, providing people with
access to early-stage cancer treatment and thereby increasing the success rate

of treatment.
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RESUMO

Neste trabalho, objetva-se a sintese de um material com propriedades
fotodindmicas para que este seja usado no tratamento fototerapico do cancer de
pele. Como base para este material foi utilizado o 6xido de grafeno, devido a sua
biocompatibilidade. Sua sintese segue o método de Hammers modificado.
Quando ha a insercdo de nanoparticulas metalicas na estrutura, permite-se que
0 material atinja uma temperatura maior quando incidida sob ele uma radiacao
eletromagnética, € sabido que nanoparticulas de ouro em formatos de bastdes
interagem com luz no infravermelho préximo, o qual € o comprimento de onda
mais absorvido pela pele humana, podendo assim ser utilizado como agente
fototérmico. As Ftalocianinas pertencem a classe de fotossensibilizadores de
segunda geracado e sS40 compostos promissores para 0 Sseu uso em terapia
fotodindmica por apresentar as caracteristicas necessarias como sua absorcao
dentro da faixa de comprimento de onda. Foi.utilizado entdo o Zinco Fenil-Tio-
ftalocianina, que ao ser excitado gera espécies reativas de oxigénio, 0os quais
atacardo as células causando sua necrose e/ou apoptose. Com o intuito de que
0 composto ndo interaja com as células saudaveis foi adicionado &cido félico,
este pode se ligar facilmente aos receptores de folato que em células normais
sdo expressos em baixa quantidade e em células tumorais em grandes
guantidades, resultando em um material seletivo para o cancer. Os resultados
de espectroscopia na regiao do infravermelho, feitos em cada etapa da sintese,
mostram que em cada etapa planejada foi obtido o produto desejado. A mudanca
do comportamento térmico das amostras também corrobora para o resultado de
insercdo dos compostos na estrutura do 6xido de grafeno. A sintese das
nanoparticulas de ouro foi comprovada através da espectroscopia na regiao do
ultravioleta/visivel, que também nos indica o tamanho dessas particulas, de
aproximadamente 100nm, que foram observadas também pela microscopia
eletrbnica de varredura junto com seu formato de nanobastdes e a adesdo
dessas nanoparticulas na estrutura do 6xido de grafeno funcionalizado. A partir
dos resultados de viabilidade celular, pode-se concluir que o material obtido n&o
apresenta citotoxicidade, caracterizando o material planejado como um material
com potencial terapéutico multifuncional para aplicacdes nas terapias
fototérmicas e fotodinamicas.

Palavras-chave: Fotoquimioterapia, 6xido de grafeno, nanoparticulas, farmacos
fotossensibilizante, pele-cancer



ABSTRACT

In this study, the objective is the synthesis of a material with photodynamic
properties for use in the phototherapeutic treatment of skin cancer. Graphene
oxide was used as the base for this material due to its biocompatibility. Its
synthesis follows the modified Hammers method. When metallic nanoparticles
are inserted into the structure, it allows the material to reach a higher temperature
when exposed to electromagnetic radiation. It is known that gold nanoparticles in
rod shapes interact with near-infrared light, which is the wavelength most
absorbed by human skin, making it suitable as a photothermal agent.
Phthalocyanines belong to the class of second-generation photosensitizers and
are promising compounds for use in photodynamic therapy due to their
absorption characteristics within the wavelength range. Zinc Phthalocyanine was
used, which, when excited, generates reactive oxigen species that will attack
cells, causing necrosis and/or apoptosis. To ensure that the compound does not
interact with healthy cells, folic acid was added. Folic acid can easily bind to folate
receptors, which are expressed in low quantities in normal cells and in large
quantities in tumor cells, resulting in a material selective for cancer. Results from
infrared spectroscopy at each synthesis stage show that the desired product was
obtained at each planned step. The change in the thermal behavior of the
samples also supports the result of compound insertion into the graphene oxide
structure. The synthesis of gold nanoparticles was confirmed through
ultraviolet/visible spectroscopy, indicating their size of approximately 100nm. This
size was also observed through scanning electron microscopy along with their
nanorod shape and adherence of these nanoparticles to the functionalized
graphene oxide structure.From the cell viability results, it can be concluded that
the obtained material does not exhibit cytotoxicity, characterizing it as a
multifunctional therapeutic material with potential applications in photothermal
and photodynamic therapies.

Key-words: Photochemotherapy, graphene oxide, nanoparticles,
photosensitizing drugs, skin-cancer
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1. Introdugao

O cancer de pele € o tipo de cancer mais comum no Brasil e no mundo,
sua incidéncia € mais comum em pessoas com mais de 40 anos e é ocasionado
principalmente pela exposi¢cao excessiva ao sol. O cancer de pele ocorre quando
as células se multiplicam sem controle e é classificado em dois tipos:
melanomatico e ndo-melanomatico, sendo esse primeiro quando o cancer tem
origem nas células produtoras de melanina e o tipo mais raro do céncer (cerca
de 3% dos casos de cancer de pele), o segundo € o tipo mais comum e menos
perigoso e representa 30% de todos os tumores malignos registrados no Brasil
(Ministério da Saude, 2023).

O cancer de pele melanomatico é o tipo mais grave devido a sua alta
possibilidade de ocasionar metastase, que € a disseminagdo do cancer para
outros 6rgaos, mas o prognostico desse tipo de cancer é considerado bom se
detectado em sua fase inicial. No Brasil a estimativa de novos casos desse tipo
de cancer em 2020 foi de 8450 e o numero de mortes registradas para esse tipo
de cancer foi de 1978 mortes em 2019 (INCA, 2022).

O céancer de pele nao-melanomatico tem altas chances de cura se
detectado e tratado precocemente, pode deixar mutilacbes na pele se nao for
tratado adequadamente e em casos extremos levar a morte. No Brasil a
estimativa de novos casos desse tipo de cancer em 2020 foi de 176930 e o
numeros de morte registrados no Brasil foi de 2616 em 2019 (INCA, 2022).

Segundo estimativas do Instituto Nacional de Cancer, 6rgao brasileiro
auxiliar do Ministério da Saude, no triénio 2023-2025 surgirdo 211.200 novos
casos de cancer de ndao melanomatico. A Sociedade Norte-americana de Cancer
mostra em seu levantamento que esse aumento do numero de cancer esta
acontecendo a nivel global e 0 niumero de novos casos de cancer passara de
14,6 milhdes para 20,2 milhdes por ano entre 2010 e 2030 e a maioria desses
casos se dara em paises em desenvolvimento, onde os fatores de risco e os
processos de promocgao e prevengdao sao em menor controle por parte das
autoridades sanitarias (INCA, 2022)
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Com esse crescimento exponencial nos casos de cancer, ha também um
crescimento nos gastos para o diagndstico e tratamento da doenga. Com o vasto
territério nacional o Sistema Unico de Saude (SUS) encontra-se um problema,
pois acaba favorecendo aqueles que vivem nos Estados e municipios onde o
SUS oferece melhores servigos para o tratamento da doencga, desfavorecendo o
grupo de pessoas mais pobres que ndo conseguem arcar com a locomogao ate

esses pontos de referéncia de tratamento.

No Brasil os gastos para tratamento de cancer passaram de 470 milhdes
em 1999 para 3,3 bilhdes em 2015, isso se deve ao fato de que esses custos
estdo associados ao tratamento em estagios mais avangados da doenga. No
Brasil, segundo uma pesquisa encomendada pelo Tribunal de Contas da Uniao,
em 2010, 60,5% dos casos de cancer diagnosticados estavam nos estagios 3 e
4 da doencga, isso quer dizer que o cancer ja estava localmente avancado
(estagio 3) ou espalhando para outros 6rgaos do corpo (estagio 4). Nestes
estagios, os custos de tratamento costumam ser 60% a 80% mais caros que os
diagnosticados em fase inicial (estagios 1 e 2) e também com possibilidade de
cura menores. A incorporagao de novas tecnologias para o tratamento de cancer
também tende a ser mais barata em estagios iniciais da doencga, portanto,
poderao ser feitas economias significativas caso o diagndstico possa ser feito
logo nos estagios iniciais (GELBAND, 2016). Em especifico do cancer de pele
nao-melanomatico, estima-se que o custo do sistema publico de saude em 2010
foi de 37 milhdes de reais (SOUZA, 2011).

A terapia fotodinamica (TFD) tem sido estudada como uma alternativa de
complemento aos tratamentos convencionais contra o cancer, como a
quimioterapia, ou até sua total substituicdo para o tratamento de cancer em
estagios iniciais. Essa técnica consiste na inducao da citotoxicidade das células
proliferativas por meio de uma fonte de luz. Para ocorrer esse processo sao
necessarios 3 componentes: o fotossensibilizador, luz e oxigénio (TOREZAN,
NIWA, FESTANETO, 2009).

Essa técnica ocorre em duas etapas. Na primeira, o agente
fotossensibilizador se acumula nas células tumorais apds sua aplicacdo no
tecido. Na segunda etapa, € emitido sobre o tecido uma onda eletromagnética

cujo comprimento de onda seja igual ao do espectro de absorgao do agente
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fotossensibilizador. Nesta segunda etapa, o agente fotossensibilizador é ativado
na presenga de luz, levando o composto do estado de fundamental ao seu
estado excitado (singleto). Dependendo do tipo de molécula usada como agente
fotossensibilizante estas podem retornar ao estado de repouso, emitindo energia
em forma de fluorescéncia ou progredir numa cadeia de rea¢des quimicas, até
atingir o estado tripleto. As moléculas em seu estado tripleto transferem sua
energia diretamente ao oxigénio intracelular, formando o oxigénio singleto ('O2),
altamente reativo, de meia vida curta e responsavel pela morte celular
(DOLMANS, FUKUMURA, JAIN, 2003).

Em consequéncia da reatividade do 'Oz, a célula tumoral passa a
apresentar falhas na integridade da membrana, o que leva as alteragdes na
permeabilidade e fungdo de transporte entre os meios intra e extracelulares.
Outras alteragcbes nas membranas do nucleo, mitocéndria, lisossomos e reticulo
endoplasmatico também ocorrem, ocasionando uma morte celular induzida,
apoptose, pela TFD devido a essa perda da integridade celular (DOLMANS,
FUKUMURA, JAIN, 2003).

A seletividade do tratamento depende da area exposta a luz e do acumulo
preferencial do agente fotossensibilizante nas células tumorais em relagdo ao
tecido normal. Devido a alta taxa de duplicagao das células tumorais suas
estruturas sao alteradas, ha uma maior permeabilidade as suas membranas por
essas alteragdes, suas fibras de colagenos sdo imaturas e semelhantes as
observadas em tecido embrionario, essas fibras imaturas constitui um local para
retencdo e acumulo do agente fotossensibilizante. Outros fatores que colaboram
para essa seletividade sao sua rede linfatica pouco desenvolvida, ligacdo das
porfirinas a receptores de superficie de lipoproteinas de baixa densidade das
células tumorais, presenga de macrofagos e menor pH intracelular (TOREZAN,
NIWA, FESTANETO, 2009).

Uma das moléculas direcionadoras mais utilizados para promover essa
seletividade em células cancerigenas € o acido fdlico, este pode se ligar
facilmente aos receptores de folato que em células normais sao expressos em
baixa quantidade e em células tumorais em grandes quantidades (SAMADIA, et
al. 2016)
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O acido félico € uma molécula essencial na via de sintese do DNA, que é
altamente necessaria para que as células tumorais se dupliguem e estas
possuem receptores de folato superior as células normais, devido esse fato ha
um direcionamento seletivo com &cido félico funcionalizado ao
fotossensibilizador (SAMADIA, et al. 2016).

A escolha do agente fotossensibilizante para a TFD é crucial, pois tém-se
que pensar em dois principais fatores: o auto rendimento da molécula em um
estado tripleto ao ser irradiado com a luz e o comprimento de onda que esse
agente absorve (DE SOUZA, et al, 2016).

No caso para o tratamento de cancer de pele, esse comprimento de onda
deve ser de 650-1000 nm que € a faixa do espectro que tem maior penetragao
no tecido. Assim o fotossensibilizador também deve ter sua absor¢céo dentro
dessa faixa (SHARMA, et al, 2011)

As Ftalocianinas pertencem a classe de fotossensibilizadores de segunda
geracao e sao compostos promissores para o seu uso em TFD por apresentar
as caracteristicas necessarias como sua absor¢cdao dentro da faixa de
comprimento de onda, sua seletividade em tecidos doentes e sua rapida

eliminacgao pelo corpo reduzindo efeitos adversos. (DE SOUZA, et al, 2016).

Ftalocianinas podem conter varios metais em sua cavidade central, como
Cobre, Aluminio ou Zinco. As ftalocianinas de zinco tém sido de grande interesse
no seu uso como fotossensibilizador para TFD devido as suas propriedades
fotofisicas como alta taxa de rendimento em seu estado tripleto, ter uma longa
meia-vida em seu estado de tripleto e uma alta capacidade de produzir oxigénios
singleto pela transferéncia de energia. A ftalocianina de zinco apresenta uma
banda de absorcao intensa é de 670 nm, dentro da faixa de absorgcao da pele
(MEDINA, et al, 2011)

Devido a sua lipofilicidade, a ftalocianina de zinco tem baixa solubilidade
em agua dificultando sua administracao sistémica. Contudo, sua hidrofobicidade
€ um dos fatores responsaveis pela sua afinidade aos tumores. E em agua, as
moléculas de ZnPc se agregam reduzindo assim sua atividade fotofisica.
(FADEL, et al, 2010). Para superar esse obstaculo de baixa solubilidade em

meios aquosos € sua agregacgao, as ftalocianinas de zinco sao acopladas em
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alguma estrutura como polimeros, nanoparticulas, Oxido de grafeno.
Fotossensibilizadores acoplados vem sido estudados e mostram ter vantagens
adicionais como: possibilidade de alcancar sitios de agado especificos,
aprimoramento na absorgao celular e em tecidos, permeabilidade, acumulacao
seletiva em células e tecidos doentes e a possibilidade de fazer uma liberagao
da droga de forma controlada (DE SOUZA, et al, 2016).

O 6xido de grafeno foi escolhido como o material suporte em que a ZnPc
sera acoplada devido as suas oOtimas caracteristicas biocompativeis, sua alta
hidrofilicidade, sua bioestabilidade e baixa citotoxicidade. (KALBACOVA, et al,
2010). Outra caracteristica do 6xido de grafeno é sua excelente estabilidade
térmica, que pode ser aproveitada para incorporarmos junto a terapia

fotodinamico a terapia fototérmica.

Esta terapia consiste em aquecer um material fototérmico através da
incidéncia de uma onda eletromagnética fazendo com que o material aumente
em até 10°C a temperatura local de tecidos especificos, causando danos ao DNA
das células e desnaturacgao das proteinas, resultando na ablagao dos tecidos. As
células cancerosas sao mais sensiveis a mudancgas de temperatura do que as
células sadias, assim fazendo com que o aumento de temperatura seja seletivo
para as células tumorais, isso se deve ao fato da ma formacédo das células
tumorais dificultarem sua dissipagcdo do calor, ocasionando um maior
aquecimento local. (NOROUZI, KHOSHGARD, AKBARZADEH, 2018)

Para combinar o tratamento fototérmico ao tratamento fotodinémico
precisamos encontrar um agente fototérmico em que seja excitado na faixa do
espectro de absor¢cao da pele (650-1000 nm) (NOROUZI, KHOSHGARD,
AKBARZADEH, 2018). As nanoparticulas de ouro em formato de bastbes
(nanorods) conseguem atingir temperaturas de até 55°C ao serem excitadas em
comprimentos de onda perto de 700-800 nm, devido ao processo de ressonancia
de plasmon de superficie localizada (HU, et al, 2013). Metais nobres que
apresenta ressonancia de plasmon de superficie € amplamente utilizado em
plataforma teranédstica, sendo aplicado em biossenssores, bioimagem, terapia
fototérmica e vetorizagdo de drogas (MARANGONI, CANCINO-BERNARDI,
ZUCOLOTTO, 2016). Esse uso se da ao fato de que essa ressonancia € uma

oscilagao coerente dos elétrons de conducgao superficial excitados por radiagcao
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eletromagnética, isso faz com que o material detenha interagdes luz-matéria com
varias aplicagdes. Ao se diminuir o tamanho da particula para a escala
nanométrica, faz com que a luz interaja com particulas menores que o
comprimento de luz incidente, isso leva a um efeito plasménico que oscila
localmente ao redor da nanoparticula com uma frequéncia conhecida como
ressonancia de plasmon de superficie localizada (LSPR, em inglés), essa LSPR
€ sensivel as mudangas no ambiente dielétrico local e eleva a temperatura
dessas particulas (HU, et al, 2013).

Outra vantagem de utilizar nanoparticulas de ouro € que a utilizacéo de
nanoparticulas junto a um fotossensibilizador, diminuem a acumulacdo deste
fotossensibilizador nos tecidos, diminuindo sua toxicidade, baixa solubilidade e
aumento na seletividade, resultando em sistemas de 6xido de grafeno com
nanoparticulas de ouro (OG-AuNPs) que podem ser usados como combinacgdes
de terapias fototermal e fotodinamica (KONAN, GURNY, ALLEMANN, 2002).

Tran e colaboradores (2015) realizaram experimentos com Oxido de
grafeno como carregador de drogas para o tratamento fototérmico e
fotodinamico de cancer de pele, neste trabalho eles verificaram a citotoxicidade
do material em testes in vitro, mostrando a biocompatibilidade e baixa

citotoxicidade do 6xido de grafeno.

Assim, este trabalho busca a sintese do éxido de grafeno acoplado com
nanoparticulas plasmoénicas de ouro e Zinco Fenil-Tio-ftalocianina como
fotossensibilizador, funcionalizado com acido félico para o tratamento terandstico

e fotodinamico do cancer.

2. Revisao bibliografica

2.1. Cancer de pele
O céncer de pele ocorre quando ha um crescimento anormal e

descontrolado das células que compde a pele. Essas células se encontram entre
as camadas da pele e de acordo com a area em que se localizam sao definidos

os diferentes tipos de cancer: o cancer de pele nao melanomatico, que é dividido
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em carcinoma basocelulares e o0s epinocelulares, e o cancer de pele

melanomatico (Sociedade Brasileira de Demartologia, 2018)

O carcinoma basocelular € o de maior ocorréncia dentre os tipos de
cancer, este surge nas células basais, na camada mais profunda da epiderme.
Possui baixa letalidade e facilmente tratado em estagios iniciais. Esse tipo de
cancer é visto mais frequentemente nas regides como face, orelhas, pescoco,
couro cabeludo, ombros e costas, essas sendo areas mais expostas ao sol,
porém esse tipo de cancer nao se limita a essas areas, podendo aparecer em
outras regides da pele menos expostas ao sol (Sociedade Brasileira de
Demartologia, 2018).

O carcinoma espinocelular € o segundo mais prevalente. Este se
manifesta nas células escamosas, que constituem a maior parte das camadas
superiores da pele. Assim como o basocelular, o aparecimento deste carcinoma
se da nas areas mais expostas ao sol, mas também n&o limitado a essas regides
e nao causado exclusivamente pela exposicdao ao sol, alguns casos deste
carcinoma estao ligados a feridas crbnicas e cicatrizes na pele, uso de drogas e
exposicao a certos agentes quimicos ou a radiagdo (Sociedade Brasileira de
Demartologia, 2018).

O Melanoma é o tipo menos frequente de cancer de pele e com o maior
indice de mortalidade, porém com boas chances de cura quando detectado em
estagios iniciais da doencga. Este tipo de cancer tem origem nos melandcitos,
células que produzem melanina. O melanoma tem a aparéncia de uma pinta ou
sinal na pele, com tons acastanhados ou enegrecidos, o que dificulta de ser
detectados por uma pessoa comum. Em estagios iniciais, o melanoma se
desenvolve apenas na camada mais superficial da pele, podendo ser removido
cirurgicamente, em estagios mais avancados, a lesao se torna mais profunda e
espessa, o que aumenta a chance de se espalhar para outros érgaos, diminuindo
a possibilidade de cura (INCA, 2022).

O cancer de pele pode se manifestar como lesbes na pele, de tom
avermelhado e que sangra facilmente, como pinta ou mancha que pode mudar
de cor, textura, tamanho ou como ferida que nao cicatriza, apresentando coceira,

crostas e sangramento. Quando o cancer de pele melanoma se torna metastatico
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outros sintomas podem se manifestar como nédulos na pele, inchagco nos
ganglios linfaticos, falta de ar, tosse, dores abdominais, dores de cabeca, dentre
outros (INCA, 2022).

Pelo cancer de pele poder se assemelhar a pintas ou outras lesdes na
pele, dificulta-se a identificagdo deste por uma pessoa leiga, diminuindo as
chances de a doenga ser detectada nos estagios iniciais. Devido a este fato, os
dermatologistas criaram o método ABDCE para detecgédo de um possivel cancer
de pele por uma pessoa leiga, podendo auxiliar na identificagcdo dos sinais
perigosos (INSTITUTO MELANOMA BRASIL, 2020).

Figura 1. Esquematizagdo autoexame para diagnéstico de cancer de pele.
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Fonte: INSTITUTO MELANOMA BRASIL, 2020

Nessa metodologia, para verificar a assimetria (A) da mancha ou pinta,
divide-se ela e verifica se suas metades sao ou néo simétricas, caso tiver um
formato irregular € uma suspeita de cancer. Logo apés se verifica as bordas da
lesdo (B), numa pinta as bordas devem ser lisas e regulares, caso nao seja
aumenta-se o indicativo de suspeita de cancer. Apds, deve-se analisar as cores

da pinta ou mancha (C), ha variagdes nas cores de pintas e manchas normais,
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podendo ser marro claro e variar até o marrom escuro, porém diferentes cores
como vermelho, branco, preto ou tons cinza-azulados, maior a suspeita de que
se trata de cancer. Deve-se olhar também o didmetro (D) dos sinais, estes
quando maiores de 0,6 cm sido considerados com maior risco de ser cancer e
por ultimo a pessoa deve ver a evolugdo (E) verificar se houve algum
crescimento ou modificagao, caso tenha havido, pode se tratar de um cancer.
(INSTITUTO MELANOMA BRASIL, 2020). Mesmo com todas as respostas
indicando um cancer, a pessoa deve ir buscar um médico e somente este podera

afirmar se realmente trata-se de um cancer.

2.2 Terapia fotodinamica (TFD)
A TFD consiste em processos fotoquimicos e fotofisicos de absor¢ao de

luz e transferéncia de energia. Para isso €& necessario que um agente
fotossensibilizador passe de seu estado fundamental (So) para um estado
excitado ao se incidir luz sobre este. Essa absor¢do de luz pelo
fotossensibilizador faz com que seus elétrons passem para um orbital de maior
energia, quando isso ocorre diz-se que o fotossensibilizador esta em um estado
excitado singlet (S1). Este estado é bastante instavel, com duragdo de
nanossegundos, fazendo com que este perca essa energia em forma de emissao
de luz (fluorescéncia) ou produzindo calor por conducgao interna. Contudo, o
estado excitado singleto do fotossensibilizador pode sofrer um processo
chamado de cruzamento intersistema, formando um estado excitado mais
estavel chamado tripleto (T1) (ABRAHAMSE, HAMBLIN, 2016).

Nesse estado excitado tripleto, a relaxagao para o estado fundamental é
uma transicao eletrénica de spin ndo permitida, visto que o spin do elétron em
T1 precisa sofrer inversdo para retornar a So, caracterizando um processo
radiativo mais lento do que a fluorescéncia. Esse estado € muito mais estavel
que o estado singleto, tendo uma meia-vida de microssegundos. Isso faz com
que o estado tripleto possa transferir sua energia para moléculas O: intracelular
por meio de dois mecanismos. No primeiro mecanismo ocorre a transferéncia de
elétrons do fotossensibilizador com biomoléculas presente no meio, gerando
radicais livres que interagem com o oxigénio molecular do meio formando assim
espécies reativas de oxigénio, como radicais anion superoxidos (O2 *~) peroxido

de hidrogénio (H202), e radicais hidroxil (HO+). No segundo mecanismo, ocorre
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a transferéncia de energia diretamente com o oxigénio livre formando o oxigénio
singleto ('O2) uma das espécies mais reativas de oxigénio. Ambos mecanismos
ocorrem simultaneamente e sao a base da TFD, essas espécies reativas de
oxigénio e o oxigénio singleto produzidos podem causar stress oxidativos em
biomoléculas visando principalmente as células cancerigenas (ABRAHAMSE,
HAMBLIN, 2016).

Assim a TFD é codependente do tipo de fotossensibilizador que sera
utilizado, oxigénio do meio e da fonte de luz. Para que haja penetragao da luz na
pele, esta deve estar numa faixa de absor¢ao préxima do infravermelho préximo,
que varia de 650-1000 nm. Portanto o fotossensibilizador deve conseguir passar
para o estado excitado absorvendo radiacdo nessa faixa de comprimento de
onda (VAN STRATEN et al., 2017).

Figura 2. Diagrama de Jablonski adaptado
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2.3Ftalocianinas

As ftalocianinas sdo compostos de origem sintética, descobertas em 1907
como um produto obsoleto ao se aquecer 2-cianobenzamida e confundidas
como contaminantes em 1928 quando uma empresa escocesa de corantes
tentaram preparar ftalimida a partir de uma mistura de anidrido ftalico. Apenas
em 1932 o quimico inglés Sir Patrick Linstead mostrou que este subproduto se

tratava de complexos de ftalocianinas de ferro, depois deste trabalho nos
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préximos anos possibilitou a producdo em escala industrial desse composto,
sendo muito utilizado como corante de tecidos e tintas (MILGROM, SMITH,
1998).

As ftalocianinas tém seu nucleo constituido de quatro unidades de
isoiindol ligados através de nitrogénios em ponte. Isso faz com que essa classe
de moléculas possua caracteristicas interessantes como estabilidade quimica e
térmica e uma grande eficiéncia na transferéncia eletrénica. Isso faz com que
diversos estudos sejam desenvolvidos utilizando esses compostos para a
criacdo de novos materiais com diversas aplicabilidades, desde sensores
quimicos a fotossensibilizadores para a terapia fotodindmica (SAKAMOTO,
OKUMURA, 2009).

Uma das caracteristicas mais interessantes das ftalocianinas é a
possibilidade de complexagcdo com mais de 70 tipos de elementos diferentes,
originando diversos compostos de metal-ftalocianinas (KADISH, SMITH,
GUILARD, 2017).

Figura 3. Esqueleto Ftalocianina (A) e metal-ftalocianina (B)
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Ftalocianinas sdo compostos fotossensibilizadores de segunda geracgao,
isto é, apresentam alto rendimento de formagao de oxigénio singlete, melhor
seletividade para tecidos cancerigenos e maior penetracdo em tecidos mais
profundos, além de ter absorcédo na faixa de comprimento de onda de 600-800
nm. Outra caracteristica dos FS de segunda geracdao é ter menos efeitos
colaterais devido a uma eliminagdo mais rapida deste do corpo (DE SOUZA, et
al, 2016).
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A Ftalocianina de Zinco (ZnS4Pc) vem se tornando objeto de estudo como
agente fotossensibilizante em terapia fotodindmica por apresentar propriedades
fotofisicas que encaixam nos fotossensibilizadores de segunda geracéo, tais
como uma alta taxa de rendimento no estado excitado tripleto, assim como uma
duragdo de meia-vida grande nesse estado, sua alta capacidade de produgao de
oxigénio tripleto e de boa transferéncia de energia. A banda de absorg¢do da
ftalocianina de zinco € em volta de 670 nm, dentro da janela de comprimento de
onda dos FS de segunda geragdo (TOMAZINI et al. 2007).

Apesar de apresentar caracteristicas perfeitas para seu uso em TFD, a
ZnS4Pc é um composto lipofilico e pouco soluvel em agua ou solventes
fisiolégicos e essa hidrofobicidade impede seu uso direto em administragdes
sistémicas. Para contornar essa desvantagem de baixa solubilidade, vém-se
estudando o acoplamento ou encapsulamento da ZnS4Pc em nanoestruturas,

polimeros, 6xido de grafeno ou micelas (TOMAZINI et al. 2007).

Figura 4. Estrutura quimica da fenil-tio-ftalocinanina de zinco (ZnS4Pc) utilizada como ativo
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2.4 Acido Félico

O acido fdlico € uma vitamina hidrossoluvel do complexo B e tem
participacdo em varias fungdes do organismo. E obtido por meio de uma dieta
equilibrada e saudavel, esse micronutriente € encontrado em alimentos de
origem animal e vegetal, tais como figado, ovos, verduras ver-escuras, lentilhas,
frutas citricas, feijao e outros graos integrais. Ao ser ingerido, o acido folico é

convertido em dihidrofolato e tetrahidrofolato no organismo, sendo envolvido em
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varios processos bioquimicos. E importante para os processos de divisdo e
crescimento das células, reparagdo do DNA, formacao de eritrocitos (hemacias

ou glébulos brancos) e na produgao de proteinas (COZZOLINO et al., 2015).

Estudos demonstram que o metabolismo do folato para a replicagdo do
DNA ¢é fundamental para as células cancerigenas, que sao, portanto,
particularmente sensiveis a drogas que inibem o metabolismo de folato. Isso se
deve ao fato de que as células cancerigenas desenvolvem muito mais receptores
de folatos que em tecidos normais. Assim, pode-se explorar esses receptores de
folato super expressos nas células cancerigenas como um potente direcionador

de ligantes a células cancerigenas (MARCHETTI et al. 2014).

Ha dois tipos de rotas para o transporte de folato para as células. A
primeira rota é através dos transportadores de folato reduzido, que possui pouca
afinidade por folato, a segunda rota é através dos receptores de folato, que
possuem uma alta afinidade por folatos. A primeira rota € mais comum em
tecidos saudaveis e € o transporte de folato mais comum. O segundo caminho
nao é comumente expresso nos tecidos normais, mas muito expresso em células
cancerigenas, o que faz com que estas células captem mais suprimentos de
folato. Desta forma os receptores de folato podem ser explorados como um
potente direcionador de ligantes a células cancerigenas, fazendo com que ao se
funcionalizar o 6xido de grafeno com o acido fdlico, este tenha maior afinidade
as células cancerigenas (BELOQUI, DES RIEUX, PREAT, 2016; (SAMADIA, et
al. 2016).).

2.5 Oxido de grafeno
O grafeno foi descoberto em 2004, na Universidade de Manchester, na

Inglaterra, pelos pesquisadores Andre Geim e Konstantin Novoselov. Eles
obtiveram o material através do processo de exfoliagcdo do grafite, sua
descoberta fez com que eles recebessem o Prémio Nobel de Fisica em 2010
(NOVOSELOQV et al., 2004).

A revolugao deste material estd em ser um material bidimensional,
formado apenas por atomos de carbono, de hibridizagédo sp?, que resultam em
hexagonos. Este material possui boas propriedades elétricas, térmicas e épticas,

fazendo com que seja aplicado em diversas areas, como compdsito, energia,
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eletrbnica, catalise, sensores e biossensores. O grafeno pode ser modificado
quimicamente, resultando em novos materiais com propriedades quimicas e
fisicas diferentes, mas também relevantes para a aplicabilidade deste em
diversas areas (OLIVEIRA, POLETTO, SEVERO, 2018).

Um desses materiais € o Oxido de grafeno, que possui estrutura
semelhante ao grafeno, mas possui grupos funcionais contendo oxigénio,
carbonilas, hidroxilas, grupos epoxi. Isso permite que o material possa sofrer
reagcdes com esses grupos e confere a ele caracteristicas hidrofilicas. O 6xido
de grafeno vem sendo estudado em aplicagbes biomédicas, pois apresenta
baixa citotoxicidade e alta bioestabilidade (FENG et al., 2011).

Figura 5. Estrutura do 6xido de grafeno e seus grupos oxigenados (a) epoxido, (b) hidroxilas,
(c) acidos carboxilicos

Fonte: Préprio autor

Outras propriedades fisicas também contribuem para este interesse em
se usar Oxido de grafeno, o material € capaz de absorver luz na regido do
ultravioleta ao infravermelho préximo e subsequente libera essa luz absorvida
em forma de calor, mas essa ampla absor¢ao do espectro e baixa eficiéncia
quantica tem relativamente pouca eficiéncia na conversdo fototermal. A
performance fototérmica do o6xido de grafeno pode ser melhorada quando
coberto com uma nanoparticula plasmdnica em sua superficie ou quando essa
nanoparticula € ancorada na sua superficie. Esse aumento da performance se

da ao fato de que as nanoparticulas plasménicas agem nao somente como fonte
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fototermal mas também incrementam a eficiéncia de absorgéo de luz do OG na

frequéncia plasménica da nanoparticula (PAIVA, 2017).

2.6 Terapia fototérmica (TFT)
ATFT nao depende do oxigénio local, os agentes fototérmicos convertem

a luz irradiada em calor aumentando a temperatura local dos tecidos em
aproximadamente 10°C. Este aquecimento faz com que haja danos ao DNA,
assim desnaturando as proteinas e deturpando as membranas celulares
resultando na ablagéo dos tecidos (NOROUZI, KHOSHGARD, AKBARZADEH,
2018).

Células cancerosas apresentam maior sensibilidade ao aumento da
temperatura e sao destruidas assim de forma seletiva, poupando células
saudaveis vizinhas. Isso se deve ao fato de que os tecidos tumorais tém
estruturas vasculares diferentes das células sadias, isso torna dificil a dissipacao
do calor por essas estruturas da célula, resultando em um maior aquecimento
local (HUANG et al., 2006).

A hipertermia causada pela TFT desencadeia a destruigdo das células
através de dois principais mecanismos: a apoptose e a necrose. A apoptose
ocorre quando ha geragdo de espécies reativas de oxigénio ou quando as
temperaturas de aquecimento variam de 41 a 47°C. A apoptose faz com que haja
encolhimento celular e organelar, condensagao de cromatina nuclear, clivagem
de DNA e externalizagcdo das fosfatidilserinas presentes no lado interno da
membrana plasmatica. A necrose acontece por choque térmico em temperaturas
superiores a 50°C, é uma via de morte celular mais rapida e baseia-se na
desnaturacao de proteinas e alteragdes fisiopatolégicas graves, como inchaco
mitocondrial, ruptura da membrana plasmatica e vazamento de conteudo
intracelular (SPYRATOU, et al., 2017)

Como 6xido de grafeno nao é capaz de desempenhar um papel como
agente fototérmico, mesmo com sua boa capacidade de absorver, liberar e
dissipar calor (PAIVA, 2017). necessita-se gerar esses agentes a base de
materiais nanoestruturados, como as nanoparticulas de ouro, que apresentam
maior eficiéncia de absorg¢ao e sao livres de ocorrer fotodegradagédo como outros

agentes fototérmicos, como os corantes (ABAKUMOVA et al., 1999).
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2.7 Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada (LSPR)
A Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada (LSPR) € um

fendmeno optico gerado pela luz quando esta interage com nanoparticulas
condutoras. O campo elétrico da luz interage com os elétrons da banda de
conducédo da particula resultando em uma oscilagdo coerente e localizada dos
chamados plasmons de superficie. Esse fenbmeno é comum as nanoparticulas
metalicas, por estes serem bons condutores elétricos (PETRYAYEVA, KRULL,
2011).

Os atomos isolados possuem niveis de energia bem definidos, a medida
que o numero de atomos aumenta, formando uma estrutura cristalina sélida, os
niveis de energia mais altos, de cada um dos atomos agrupados, tornam-se
continuos, dando origem as bandas de energia. Os elétrons da camada de
valéncia deixam entdo de pertencer aos atomos individuais e passam a ocupar
essas bandas de energia formadas, formando a banda de valéncia, que é
preenchida com os elétrons de niveis energéticos mais altos, e a banda de
conducgao, energeticamente mais alta e podendo ser parcialmente ocupada por
elétrons ou desocupada. Nos metais, os elétrons da banda de valéncia
facilmente ocupam os niveis energéticos mais altos, passando a ocupar a banda
de conducgao. Dessa forma, os elétrons de conducéo sédo capazes de percorrer
livremente a extensdo metalica da nanoparticula e produzir efeitos oOpticos

peculiares sob condigdes especificas (WALKER, J. et al., 2009).

Quando uma onda incide sobre uma particula de dimensées reduzidas,
onde o raio dessa nanoparticula seja menor que o comprimento de onda da luz
incidente, o campo elétrico oscilante da onda eletromagnética provoca uma
oscilagdo ressonante dos elétrons de condugdo do metal. Isso cria uma
polarizacdo da densidade de carga e induz o surgimento de forcas
restauradoras, que fardo com que os elétrons oscilem frente ao nucleo. Esse
fendbmeno é conhecido como Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada
e é bem caracteristico em nanoparticulas superiores a 10 nm (particulas
inferiores a esse tamanho sao fortemente influenciadas pelo regime quéantico
assumidos pelos elétrons de conducgéo) (WILLETS, VAN DUYNE, 2007).

A excitacdo dos plasmon oscilantes em nanoparticulas metalicas induz

uma forte absorcdo e espalhamento da luz incidente que depende da
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composi¢ao do material, sua dimens&o e morfologia, como também da constante
dielétrica do meio. A energia absorvida pelas nanoparticulas plasmonicas pode
ser liberada pela reemissao dos fétons (luminescéncia) ou pela geragao de
fébnons (calor). A taxa de conversdo em luminescéncia das nanoparticulas
plasmdnicas esta abaixo de 1%, podendo assumir-se que toda a energia

absorvida é transformada em calor (CHEN, et al., 2021).

Quando se incide luz em nanoestruturas plasmoénicas, essas absorvem a
luz em um certo comprimento de onda, o que induz a LSPR e causa a oscilagao
de seus elétrons. Os elétrons entdo saltam para um estado de energia excitado,
e segue-se para a dispersao elétron-elétron, levando assim a redistribuicdo de
hot electrons (elétrons que ganharam niveis muito altos de energia cinética).
Esse calor entédo é transferido pela estrutura do metal através do acoplamento
elétron-fonon e depois dispersado pela estrutura para o meio pelo acoplamento
féonon-fbnon em nanossegundos. Diferente dos métodos tradicionais de
aquecimento, este método permite que o aquecimento seja localizado em
espacgos submicrométricos, o que permite em aplicacdes interessantes, como
por exemplo a terapia fotodinAmica (DE ABERASTURI, et al., 2015;
BRONGERSMA, NORDLANDER, 2015).

Nanoparticulas de ouro e prata sao os principais metais utilizados para se
explorar os efeitos plasmonicos devido a capacidade destes de produzir esses
efeitos de forma mais intensa que os outros metais. O ouro, por sua vez,
apresenta maior estabilidade, maior resisténcia a oxidacdo e maior
biocompatibilidade do que a prata e em combinagdo com suas grandes segdes
de absorg¢ao o torna um candidato promissor para a TFT ((RIOUX, MEUNIER,
2015)

Figura 6. Esquematizagdo LPSR

Nuvem
de Elétrons

Fonte: DE ABERASTURI, et al., 2015
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O comprimento de onda de absor¢do maxima correlaciona-se com o
tamanho e forma da particula. Nanoparticulas de ouro de dimensdes menores
absorvem em comprimentos de ondas menores, em formato de bastonetes, em
virtude de sua anisotropia, absorvem em dois comprimentos de onda, uma por
volta de 700 nm e outra de menor intensidade em torno de 500 nm. Elas
produzem dois modos de ressonancia, uma longitudinal e outra transversal
(MEHTALA, et al., 2014). A absor¢ao na regidao do infravermelho permite a
aplicagdo das nanoparticulas de ouro, em conchas e estrelas, na terapia
fototérmica guiada por imagem, a fim de promover a destruicdo térmica de

células tumorais sem afetar tecidos adjacentes (CHIRICO, G., et al., 2015).
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3 Objetivos

Objetivos gerais
Sintetizar e caracterizar o 6xido de grafeno acoplado com nanoparticulas

plasmbnicas de ouro e fotossensibilizador Fenil-Tio-ftalocianina de Zinco,
funcionalizado com acido folico para o tratamento fototérmico e fotodinadmico do

cancer de pele ndo-melanomatico.

Objetivos especificos
- Sintetizar o 6xido de grafeno e nanoparticulas de ouro

- Funcionalizagao com acido folico e fenil-tio-ftalocianica de zinco

- Caracterizagdo do material obtido através de espectroscopias,
microscopia eletrénica de varredura e comportamento térmico do material em

diferentes etapas da sintese.
- Viabilidade celular do composto sintetizado

- Comparar viabilidade celular do composto obtido em cada etapa da

sintese a fim de verificar se o composto final € 0 menos toxico
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4 Metodologia

4.1 Sintese do 6xido de grafeno (OG):
A sintese do 6xido de grafeno foi feita através do processo de Hammer

modificado (HUMMERS, OFFEMAN, 1958, GOLLAVELLI, LING, 2012), o qual
substitui a utilizacdo de NaNOs pela oxidagédo do grafite em flocos, para que se
evite a formacdo do gas NO2. Como fonte de carbono foi usado o grafite em
flocos (100 mesh) Aldrich, o qual foi adicionado 1,0 g em um baldo de trés bocas
de 250 ml junto a 23,0 mL de acido sulfurico concentrado por 24 horas mantendo

constante agitacao.

A mistura no baldo foi entdo levada a um banho de gelo até atingir
temperatura de aproximadamente 8 °C e entdo € adicionado 3,0 g de KMnO4
como agente oxidante. A mistura foi entdo agitada por 8 horas e apds esse

periodo foi aquecida a 40 °C por 30 minutos em banho de 6leo.

Finalizado esse processo, adicionou-se 50,0 mL de agua deionizada e
eleva-se a temperatura a 75 °C por 1 hora, ainda sob agitagdo constante. Ao se
resfriar essa solugado a temperatura ambiente, adicionou-se mais 150,0 mL de
agua destilada e 5,0 mL de H202 30% (v/v) para reagir com KMnO4 que estiverem

€m exXCcesso.

No passo seguinte é feita uma filtragdo a vacuo da solugdo obtida. O
sobrenadante retirado é passado por uma membrana de fluoreto de
polivinilideno, poro 0,22 ym. A membrana € entdo coletada e seca, a amostra

retirada é transferida a um béquer com 50,0 mL de H20.

Para separar as folhas de grafeno é feita uma esfoliagao utilizando uma
ponteira ultrassénica por 30 minutos, utilizando-se uma amplitude de 30% em
modo pulsado (2 segundos ligado e 2 segundos desligado). Entdo obtém-se o
oxido de grafeno em solugao, o qual é filtrado em membrana de fluoreto de

polivinilideno e seco em temperatura ambiente.
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Figura 7. Esquematizagéo da sintese de 6xido de grafeno.
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Fonte: Préprio autor

O processo de oxidagao do grafite pode ser separado em duas principais
etapas, na primeira etapa o grafite € oxidado pela adicdo do acido sulfurico e o
permanganato de potassio, sendo essa a etapa principal, e segunda etapa pela
a adicdo de agua em temperaturas acima de 70° C (MARCANO, 2010).

Na primeira etapa de oxidagédo, o KMnO4 em meio acido contendo H2SO4
concentrado é transformado em Mn207 e no ion trioxido de manganés (MnOs™).
Estas duas espécies sao as responsaveis por todo o processo de oxidacao do
grafite no método Hummers (DIMIEV, 2020). O processo de formagédo dessas

especies € descrito como:

2KMnOg4 + 2H2S04 — Mn207 + H20 + 2KHSO4
Eqg. 1
Mn207 + 2H2S04 > 2[MnOs]* [H2S04] + H20
Apos a adicdo de agua, os oxidantes da primeira etapa s&o removidos e
o ion MnOg4, o principal agente oxidante da segunda etapa de oxidagao, é

formado em meio aquoso, conforme as reacdes abaixo:
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Mn207 + 3H20~ > 2 MnO4 + 2H30*
Eq. 2
MnOs* + 3H20"> MnO4 + 2H30*

A adicdo de H202 no meio que contém os oxidantes da primeira etapa
eliminam a possibilidade de contato entre as folhas do 6xido de grafite com os
ions MnO4 ", pois reduzem diretamente as espécies Mn207 e MnO3* em ions de
manganés com menores estados de oxidagao (como os ions Mn2~, por exemplo)
(KANG, et al. 2016). Isso interrompe o processo de oxidagdo via ion

permanganato, como mostrado na reagdo:

2MnO4™ + 5H202 + 6H* > 2Mn2* + 502 + 8H20* Eq. 3

Durante a segunda etapa de oxidagdo ocorre um acoplamento do ion
MnQO4- com os carbonos sp? presentes na rede do éxido de grafite, formando um
eéster ciclico de manganato. Consequentemente, acontece a quebra da ligagéo
C=C, seguida da oxidagdo dos atomos envolvidos nesta ligagdo. Os produtos
formados na reagédo dependem do tipo de carbono envolvidos na dupla ligagao,
os carbonos secundarios dao origem a grupos carboxila, enquanto os carbonos
terciarios formam grupos carbonila ou cetonas (KANG, et al. 2016).

Figura 8. Possiveis mecanismos envolvidos durante a segunda etapa de oxidagdo para
(superior) quebra oxidativa das ligagbes C=C via formagéo de éster ciclico de manganato,

resultando em duas carbonilas e formagao de MnOQz; (inferior) quebra oxidativa das ligagées C=C

em carbonos secundarios, produzindo um grupo carboxila e outro carbonila. Kang et al. 2016.

o 7~ MnOs X \
\ < T e | T 3:0 :
/ \e’ N \
I}Il 2S04 \ ¢ k MnO: P
Ligacao C=C Dois grupos carbonila
no GO Ester ciclico produzidos pela clivagem
de manganato
O OH OH
/4 / \InO:
= — . Q
_\/;/' > i H SO4 O > i
H20: iias
Grupo Cetona Hid il Um acido carboxilico
na borda do GO MIEOX TR € uma cetona

Fonte: Adaptado de Kang et al. 2016.

Quando o grafite passa pelo processo de oxidagao promove-se a adicao
de grupos carboxil, epoxi e hidroxil na estrutura do grafite. Estes grupos

funcionais tornam o o6xido de grafite altamente hidrofilico e diminuem a energia
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de interagdo entre as camadas do grafeno, resultando no enfraquecimento das
forcas de can der Walls entre as camadas. Podendo assim facilmente ser

esfoliado, formando suspensdes estaveis de 6xido de grafeno (LERF, 2016).

4.2 Sintese OG-acido félico (OG-AF):
A sintese segue os métodos descritos por Qin, X.C. e colaboradores

(QIN,et al.,2013). Para a carboxilagdo do OG, foi adicionado em uma suspensé&o
de OG (10 ml, 2 mg/ml) 1,2 g de NaOH e 1,0 g de acido monocloroacético,
seguido por um banho de sonificacdo durante 3 horas, convertendo os grupos
OH em COOH. Apos a conversao, tem-se OG-COOH, os quais irao ser
convertidos em OG-AF. Para isso, é necessario acrescentar 2 mg de EDC (1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) e NHS (N-Hidroxisuccinimida) junto a uma
suspensao GO-COOH (10 ml, 1mg/ml) e sonificado durante 2 horas. Apos
passado o tempo, foi adicionado a essa suspensao, 2ml de uma solugao 0,5%
de acido folico (cujo pH foi elevado para 8.0 usando bicarbonato de sédio) e
agitada durante 12 horas. O precipitado foi centrifugado e lavado por trés vezes

para retirar o excesso de acido félico.

Figura 9. Esquematizagéo reacao de adicado de acido félico

HO

Folic Acid (FA!

EDC,NHS

R=CONH-FA



38

.C”
N EDC
o)
-O\ //
Na® N NHs
O O.__OH
o o)
OH
N o)
HN z N
PSS
N\ NS
H,N” N7 N . .
Acido Folico

Fonte: Proprio Autor

4.2.1 Mecanismo de funcionalizagdao do OG com acido
folico:

Para poder funcionalizar o OG com o acido fdlico foi necessario a

conversdo de alguns grupos oxigenados em acidos carboxilicos, para assim

poder reagir em uma reagao de acoplamento EDC/NHS com o acido félico.

Assim temos duas etapas, a primeira a conversao dos grupos epoxidos em

grupos hidroxilas e depois a conversdo dos grupos hidroxilas em carboxilas
(KLEIN,2021).

Figura 10. Mecanismo de reagdo da abertura do anel epoxi.

R= Estrutura do Grafeno
Fonte: Proprio Autor
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Assim, com a abertura do anel epdxi convertendo-os em grupos
hidroxilas, pode-se entéo transforma-los em grupos carboxilas através da reacao
(KLEIN,2021):

Figura 11. Mecanismo de reacao da transformacgao dos grupos OH em acidos carboxilicos.
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Fonte: Proprio Autor
Com os grupos carboxilicos formados, caminha-se pra ultima etapa dessa
reacdo, a adicdo do acido fdlico via uma amidacdo usando acoplamento
EDC/NHS que segue o seguinte mecanismo (HERMANSON, 2013):
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Figura 12. Mecanismo de amidacao via EDC/NHS.
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4.3Sintese Nanoparticulas de ouro (AuNPSs):

A sintese de nanoparticulas de ouro foi obtida seguindo os métodos
descritos por LI, Li; LU, Hongmei e DENG, Liu (2013). Esta sintese consiste no
processo chamado de seed-growth, no qual é feito duas solugdes de ouro, um
chamado de semente que servira como ponto de nucleacéo para o crescimento
das nanoparticulas na outra solugao, por isso 0 nome seed-growth (crescimento

da semente em tradugéo livre).

A solugao semente foi preparada utilizando-se 5 ml de uma solugéo de

Brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) 0,2 mol L, junto com uma solugdo de 5
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ml de acido tetracloroaurico (HAuCls) 0,5 mmol L-'. Ao deixar as duas solugbes
em agitacao por dois minutos, foi adicionado uma solugao recém preparada de
0,6 ml de borohidreto de sédio (NaBH4) 0,01 mol L', que foi resfriada em banho
de gelo até que o recipiente estivesse bem gelado, e deixado sob agitagao
vigorosa. Nesta etapa a solu¢do mudara de cor de um amarelo vibrante para um
marrom-amarelado, indicando a formagao das sementes. A solugao resultante é
entdo guardada em local escuro por pelo menos trés horas, para garantir a total

formagao das sementes.

Para a solucao de crescimento (growth) foi colocado 50 ml de CTAB 0,2
mol L' junto a uma solugdo de 50 ml de HAuCls 1 mmol L' com 1,5 ml de AgNOs3
4 mmol L' adicionados previamente. Ao agitar essas solugbes por dois minutos
foi adicionado aos poucos 1 ml de acido ascorbico 0,08 mol L', tornando a

solucao que era dourada em incolor.

Para a formacao dos nanobastdes foi entdo adicionado 120 uL da solucao
semente na solucao de crescimento e posto em repouso durante 10-20 minutos,
a qual a solucao passa de incolor para uma cor azul, indicando a formacéao das
nanoparticulas e podendo indicar a formacédo dessas em formato de bastdes,

pois neste formato as nanoparticulas de ouro produzem uma solucéo de cor azul.

4.3.1 Mecanismo de formagao das nanoparticulas de ouro
Para a formacdo das sementes € necessario que o ouro do acido
clorodurico seja encapsulado pelas moléculas de CTAB e apés a formagao das

miscelas, seja reduzido de Au (lI1) a AuC.
2 HAuUCls + 3 NaBH4 — 2 Au + 3 BH3 + 5 HCI + 3 NaCl Eq. 4

Na solucdo de crescimento (growth) € necessaria uma redugao
incompleta do HAuCIs utilizando um agente redutor mais fraco, o acido
ascorbico, produzindo AuClz2 (KHAN, 2013).

2 HAuUCls + CeHsOs — 2 AuCl2 + CeHsOs + 4 HCI Eq. 5

Subsequente temos a jung¢ao da solugdo semente com a de crescimento
para que haja o alongamento assimétrico das nanoesferas de ouro (sementes)
em uma unica diregao que ¢ influenciado pela interagao com o surfactante CTAB

e ions prata. Inicialmente, os atomos de ouro sao organizados em uma estrutura
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cubica de face centrada, e a deposi¢cao subsequente de atomos de ouro da
solugcao de crescimento quebra a simetria dessa estrutura, dando inicio ao
crescimento na diregdo da deposicao inicial (ORENDORFF; MURPHY, 2006).

A diferencga estrutural resultante leva a variagdes conformacionais e a
faces com diferentes energias de superficie. Essa disparidade é crucial para a
interagdo preferencial do surfactante e os ions prata com regides especificas
para o crescimento do nanobastdo. A face onde o crescimento teve inicio possui
um espacamento entre os atomos mais propensos a interagdo com o CTAB,
enquanto as outras faces, com maior energia de superficie, sdo estabilizadas
pela interacdo com o surfactante (VIGDERMAN, et al.,2012).

Na solugao de crescimento os atomos de ouro se encontram na forma de
AuClz ligados a micelas de CTAB. A interagdo entre os campos elétricos do
AuCl2” e da semente de crescimento favorece colisbes mais frequentes na
extremidade onde o crescimento foi iniciado, direcionando o alongamento em
forma de bastao (VIGDERMAN, et al.,2012).

Além do papel do CTAB, os ions prata exercem duas atividades no
controle da sintese. Primeiramente, reduzem a densidade de carga dos ions
brometos, diminuindo a repulsao terre as moléculas de CTAB ligadas as faces
nao-crescente da semente. O outro papel a ser desempenhado é limitar o
tamanho dos nanobastdes ao reduzir os ions Ag* a Ag®, seguido pela deposigao
lenta nas faces em que houve alongamento, limitando o comprimento dos
nanobastdées (ORENDORFF; MURPHY, 2006). brometos, diminuindo a repulsao
terre as moléculas de CTAB ligadas as faces nao-crescente da semente. O outro
papel a ser desempenhado ¢ limitar o tamanho dos nanobastbes ao reduzir os
ions Ag* a Ag®, seguido pela deposigdo lenta nas faces em que houve
alongamento, limitando o comprimento dos nanobastdes (ORENDORFF;
MURPHY, 2006).
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Figura 13. Mecanismo de crescimento dos nanobastdes de ouro na presenca de Ag*.
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Fonte: Adaptado de ORENDORFF e MURPHY 2006

4.4 Sintese OG-AF-AuNPs:
Para incorporar as nanoparticulas de ouro no O6xido de grafeno
funcionalizado com acido félico foi utilizado uma suspensao de 10 ml (1mg/ml)
do OG-AF e adicionou-se 5 ml da solugdo de AuNPs e deixado em agitagao por

12 horas.

4.5 Sintese OG-AF-AuNPs-ZnS4Pc:

A adigdo da Ftalocianina de Zinco se deu através dos métodos descritos
por SONG, Weina, et al. (2014) e WONG, Aijian, et al (2019). Foi preparada uma
dispersao OG-AF-AuNPs 1mg/ml em 40 ml de dimetilsulfoxido (DMSO) em
ultrassom durante 30 minutos. Apds adicionou-se 40 mg de
Diciclohexilcarbodiimida (DCC) dissolvida em 5 ml de DMSO e colocado sob
agitacado durante uma hora. Ao decorrer deste tempo foi adicionado uma solugéo
de 60 mg de ZnS4Pc dissolvido em 10 ml de DMSO, o baldo colocado sob
agitagcao e protegido com papel aluminio para nao expor o fotossensibilizador a

luz durante um dia, apds aqueceu-se a solugido a 70°C constante durante mais
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trés dias. Ao final a solugao foi filtrada e o precipitado foi lavado com DMSO e
alcool para retirar qualquer ZnS4Pc nao reagido. A amostra € entdo secada a
80°C durante 6 horas e é obtido uma amostra preta azulada/esverdeada.
4.5.1 Mecanismo de funcionalizagdao do OG-AF com fenil-
tio-ftalocianina de Zinco:

Areacao para a funcionalizagao com a fenil-tio-ftalocianina de zinco segue
o mecanismo de acoplamento com DCC. Seguindo o seguinte mecanismo
(HERMANSON, 2013):

Primeiramente, como a hidroxila ndo é um bom grupo de saida, o DCC ira
desprotonar a hidroxila do acido carboxilico formando um carboxilato e este fara

um ataque nucleofilico ligando o DCC na estrutura (Figura 17).

Logo apds o carbono da carbonila estara suscetivel ao ataque nucleofilico
do anel e apdés uma transferéncia de préton na estrutura, temos a
diciclohexoureia como um bom grupo de saida, obtendo a estrutura desejada
(Figura 17) (SONG, et al, 2014).

Figura 14. Mecanismo de funcionalizagao da Ftalocianina via acoplamento com DCC.
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4.6 Ensaio de viabilidade celular HDFn — Resazurina

O ensaio de viabilidade celular em fibroblastos dérmicos humanos (HDFn)
€ uma técnica crucial para avaliar a capacidade de sobrevivéncia e proliferagéo

dessas células em condigbes especificas.

Neste ensaio as células sdo preparadas cultivando os HDFn em
condi¢cbes apropriadas, como meio de cultura celular especifico e temperatura
controlada. As células entdo sdo submetidas a diferentes condi¢cdes
experimentais, que podem incluir exposicdo a compostos quimicos, agentes

terapéuticos, ou outros fatores de interesse (LEMOS,2018).
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S&o adicionados corantes especificos, como azul de tripano ou azul de
trypan, que sao absorvidos por células ndo viaveis, corando-as de forma distinta
das células viaveis. Utilizando-se técnicas de microscopia ou citometria de fluxo,
e feito a contagem de células viaveis (que excluiram o corante) e células n&o
viaveis (coradas pelo corante). Com base nessa contagem, calcula-se a
porcentagem de células viaveis em relacdo ao numero total de células,

fornecendo uma medida quantitativa da viabilidade celular (LEMOS,2018).

Os resultados sdo submetidos a analises estatisticas para determinar a
significancia das diferengas entre grupos experimentais. A viabilidade celular nos
HDFn fornece informacdes sobre a toxicidade, eficacia terapéutica ou influéncia
de diferentes condicbes experimentais nas células. Resultados mais altos
indicam boa viabilidade, enquanto uma diminuigao pode sugerir efeitos adversos
(JACOB,2011).

Esse tipo de ensaio € amplamente utilizado em pesquisas biomédicas,
farmacoldgicas e toxicoldgicas para avaliar o impacto de substancias ou
condigcbes especificas nas células HDFn, contribuindo para o desenvolvimento

seguro de terapias e compreensao de mecanismos celulares (JACOB,2011).
Preparagao das Células NIH-3T3

As células NIH-3T3 foram mantidas em meio de cultura DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de solugéo antibiotica-antimicotica
(penicilina/estreptomicina). As células foram cultivadas em garrafas de cultura
celular a 37°C em uma atmosfera umidificada com 5% de CO,. Apds o
descongelamento das células do estoque criopreservado, as mesmas foram
subcultivadas duas a trés vezes antes de serem utilizadas nos experimentos,
seguindo as diretrizes da norma ISO 10993-5:2009.

Quando as células atingiram 80-90% de confluéncia, foram tratadas com
tripsina-EDTA 0,25% para a dissociagao celular. Em seguida, as células foram
contadas utilizando um hemocitdmetro, e uma aliquota correspondente a 1x10*
células foi semeada em cada pocgo de placas de 96 pocos, contendo 100 uL de
meio DMEM suplementado com 10% de SFB. As células foram incubadas por

24 horas para adesao ao fundo dos pocos.
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Grupos Experimentais

Foram estabelecidos cinco grupos experimentais, cada um com diferentes

tratamentos, conforme descrito a seguir:

Controle Negativo (C-): Células NIH-3T3 tratadas apenas com DMEM
5% SFB (36 pogos).

Controle Positivo (C+): Células NIH-3T3 tratadas com éxido de grafeno
funcionalizado com acido félico (OG-AF) a uma concentragdo de 5,0
pg/mL em DMEM 5% SFB (36 pogos).

G1: Células tratadas com oxido de grafeno funcionalizado com acido
félico e dopado com nanoparticulas de ouro (OG-AF-AuNp) nas

concentragdes de 1,0 uyg/mL, 2,5 ug/mL e 5,0 ug/mL (72 pogos).

G2: Células tratadas com oxido de grafeno funcionalizado com
ftalocianina (OG-ZnS4Pc) nas concentragdes de 1,0 pg/mL, 2,5 uyg/mL e
5,0 uyg/mL (72 pogos).

G3: Células tratadas com oxido de grafeno funcionalizado com acido
félico e ftalocianina dopado com nanoparticulas de ouro (OG-AF-ZnS4Pc-

AuNp) nas concentragbes de 1,0 pg/mL, 2,5 pg/mL e 5,0 pg/mL (72
poOCos).

Cada grupo experimental foi distribuido em ftriplicata, utilizando um total

de 288 pocos.

Tratamento das Células

Apo6s 24 horas do plagueamento inicial, 0 meio de cultura foi removido, e

100 pL das diferentes solugdes de tratamento, preparadas em DMEM contendo

5% de SFB, foram adicionadas aos respectivos pog¢os. O volume total necessario

de cada grupo para o preparo das diluicées foi de 1 mL.

As concentragdes utilizadas para os tratamentos foram as seguintes:
C-: DMEM 5% SFB (Controle Negativo).

C+: 5,0 ug/mL de OG-AF em DMEM 5% SFB (Controle Positivo).
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e G1: OG-AF-AuNp nas concentragcbes de 1,0 yg/mL, 2,5 pg/mL e 5,0
pg/mL.

e G2: OG-ZnS4Pc nas concentragdes de 1,0 ug/mL, 2,5 pg/mL e 5,0 ug/mL.

e G3: OG-AF-ZnS4Pc-AuNp nas concentragbes de 1,0 ug/mL, 2,5 yg/mL e
5,0 ug/mL.

As células foram incubadas com as formula¢des por um periodo de 24
horas a 37°C, com 5% de CO,.

Avaliacao da Viabilidade Celular com Resazurina

Apds o periodo de incubacdo, o meio de cultura foi cuidadosamente
removido de cada poco, e as células foram lavadas com 150 uL de PBS. Em
seguida, 100 pL de solugéo de resazurina a 10% em DMEM (concentracéo final
de 25 ug/mL) foi adicionada a cada pogo. As placas foram incubadas por mais 4

horas a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO,.

Apods a incubacgao, a viabilidade celular foi avaliada pela medi¢cao da
fluorescéncia gerada, utilizando um leitor de microplacas com comprimento de
onda de excitacdo de 560 nm e de emissdo de 590 nm. A intensidade de
fluorescéncia foi registrada e comparada entre os grupos experimentais para

determinar o efeito citotdxico das diferentes formulagdes testadas.
Analise dos Dados

Os dados de fluorescéncia obtidos foram analisados estatisticamente
utilizando o software apropriado. A viabilidade celular foi expressa em
porcentagem em relagdo ao controle negativo. A analise de variancia (ANOVA)
seguida por testes post-hoc foi realizada para determinar a significancia das

diferengas entre os grupos experimentais.
4.7 Caracterizagdoes do composto proposto:

A cada etapa de sintese as amostras OG, AuNPs, OG-AF e OG-AF-
AuNps e OG-AF-AuNps-ZnS4Pc, foram caracterizadas de modo a verificar suas
composi¢gées, morfologia e estrutura, submetendo-as as técnicas de
caracterizag¢des descritas abaixo:
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4.7.1 Espectrometria UV-vis:

A espectroscopia UV-vis compreende a analise da absorgéo da luz feita
por uma amostra. Diferentes comprimentos de ondas eletromagnéticas na regiao
do ultravioleta e visivel (190nm - 800nm) s&o incididas na amostra e a quantidade
de luz absorvida por esta é calculada pelo espectrofotdmetro. Dividindo a
intensidade da luz antes de passar pela amostra (lo) e a intensidade da luz depois
de atravessa-la (I), tem-se entdo a transmitancia da amostra dada por (I/lo). A
partir dessa informacdo a absorbancia é determinada para esse certo
comprimento de onda ou como uma funcdo de uma faixa de comprimentos de
onda (HARRIS, D. C., 2005).

A espectrometria UV-vis foi utilizada para monitorar a formag¢ao das
nanoparticulas de ouro, assim como seu formato em bastdes e para determinar
a regiao de absorgao das nanoparticulas e do fotossensibilizador no material
obtido. Os espectros de UV-Vis foram adquiridos em um Espectrofotdmetro de
feixe duplo UV/VIS/NIR, Perkin EImer Lambda 1050, operando na faixa espectral
de 200 a 800 nm em modo de absorbancia, com largura da banda de absorgéo
de 0,2 nm. As amostras foram diluidas a ponto de ter uma absorbancia maxima

proxima a 1.

4.7.2 Microscopia Eletronica de Alta Resolugcdo (MEV-FEG):

Em um microscépio eletrénico de varredura (MEV), a imagem é formada
em um tubo de raio catddico sincronizado com uma sonda de elétrons a medida
que escaneia a superficie de uma amostra. O (MEV) usa um feixe focado de
elétrons de alta energia para gerar uma variedade de sinais na superficie de
materiais solidos. Os sinais emitidos encontram-se sob a forma de elétrons
secundarios, retroespalhados, absorvidos, transmitidos, difratados, etc., os quais
sao captados por detectores no equipamento, amplificados e processados num

sistema analisador especifico para cada tipo de sinal (OREFICE et al., 2006).

Os sinais que derivam de interagdes de amostras com o feixe de elétrons
revelam propriedades sobre a amostra, incluindo morfologia externa (textura),
composi¢ao quimica, estrutura cristalina e orientacdo dos materiais que
compdem a amostra. Na maioria das aplicagdes, os dados séo coletados sobre
uma area selecionada da superficie da amostra a partir dos quais uma imagem
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bidimensional é gerada demonstrando aquelas propriedades (OREFICE et al.,
2006).

Em um MEV-FEG, na fonte de feixe de elétrons é utilizado um sistema
denominado de field emission gun (FEG), que consiste em uma ponta de
tungsténio extremamente fina o que resulta a uma resolugao muito melhor do
que a do filamento de um MEV convencional. Assim, o MEV-FEG consegue uma
resolucdo nominal de pelo menos 2,0 nm, podendo conseguir aumentos de
100.000 a 300.000, com excelentes resolugdo e contraste da amostra
(MALISKA, 2005).

Com o intuito de analisar as caracteristicas morfolégicas, como topografia,
tamanho e formato do material e das nanoparticulas foram feitas analises por
Microscopia de Varredura Eletronica de Alta resolugao (FEG-MEV; JEOL modelo
7500F). Para isso, foram feitas suspensdes das amostras em agua deionizada e
10 uL das suspensdes foram gotejadas em um substrato de oxido de silicio

(SiO2/Si), e entao secas a temperatura ambiente.

4.7.3 Espectroscopia Raman:

A espectroscopia Raman é uma técnica de espectroscopia vibracional que
fornece informagdes sobre a composi¢cdo molecular e estrutura molecular da
amostra. Ela se baseia no espalhamento inelastico da luz que foi incidida na
amostra, gerando uma radiagcdo com comprimento de onda diferente da luz
incidente. Esta diferengca de energia esta relacionada a energia com que os
atomos atingidos pela radiagao estao vibrando, e é esta frequéncia de vibracao

que permite a identificagdo de como os atomos estéo ligados (GADELHA,2013).

A espectroscopia Raman foi feita utilizando o LabRAM RH (Horiba),
equipado com um laser de Ar arrefecido He-Ne no comprimento de onda de
632,81 nm e de poténcia de excitagdo de 0,17 mW. As amostras foram secas,
maceradas e entdo aplicadas sobre uma lamina de vidro. Os espectros foram

obtidos de 300-3000 cm™!, tendo como tempo de integragio 60 segundos.

4.7.4 Espectroscopia no Infravermelho:
A radiagao infravermelha causa excitagdes vibracionais nas liga¢des de
uma molécula. Para cada ligagdo na molécula, a diferenga de energia entre os

estados vibracionais € intrinsicamente dependente da natureza desta ligagao,
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por exemplo, a diferenga energética dos estados vibracionais entre uma ligagao

C-H é muito maior que a diferenca para a ligagao C-O (Figura 10).

Ambas as liga¢des irdo absorver a radiagao no infravermelho, mas para o
caso da ligagédo C-H, esta absorvera fétons com maior energia. Assim, cada tipo
de ligagao ira absorver numa frequéncia caracteristica, fazendo com que possa

ser determinado quais os tipos de ligagéo presentes no composto analisado.

Para realizar uma analise é irradiado sob a amostra todas as frequéncias
da radiagcdo no infravermelho e entdo detectado quais frequéncias foram
absorvidas pela amostra, fornecendo a informag¢do de quais grupos funcionais

estdo presentes nessa amostra (KLEIN, 2021).

Os espectros no infravermelho foram obtidos utilizando um
Espectrofotdbmetro de absor¢do na regido do infravermelho médio com
transformada de Fourier - VERTEX 70 da BRUKER, empregando reflex&o total
atenuada (FTIR-ATR). As amostras foram secas, maceradas e entao aplicadas

diretamente no ATR, e feita uma varredura na regido de 400-4000 cm-".

Figura 15. Diferenga nos niveis de energia das ligagbes C-H e C-O
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Fonte: KLEIN, 2021

4.7.5 Anéalise Termogravimétrica (TGA):
A andlise termogravimétrica é uma técnica analitica muito usada em
ciéncias dos materiais para o estudo da mudanga na massa de uma amostra em
fungdo da temperatura ou tempo. Esse método permite avaliar a estabilidade

térmica de um material, a sua decomposi¢géo e composigao.
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Em uma analise termogravimétrica uma pequena parte da amostra é
aquecida em um ambiente controlado e sdo monitoradas as mudangas na
massa. Em seu aparato consiste em uma balanga de precisao conectada a um
forno. Conforme a temperatura aumenta, a amostra passa por transformacgdes
quimicas e/ou fisicas, levando a um aumento ou perda de sua massa. A balanca
registra essas mudangas, gerando uma curva termogravimétrica que ilustra o
comportamento da amostra mediante diferentes condi¢gdes de temperatura
(BEVIS, 2008).

As analises térmicas foram feitas no equipamento METTLER TOLEDO
SC STARe System em atmosfera de ar sintético com uma taxa de aquecimento

de 10°C min-1 de 30 a 800°C, com 3mg de cada amostra seca.

4.7.6 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS):

O equipamento de medidas por DLS relaciona o movimento Browniano de
particulas em suspensao com o tamanho do didmetro hidrodinamico da particula
(que é o tamanho da particula levando em consideracdo as camadas de
solvatacao ou até a agregacao entre as particulas). Isto ocorre, pois, ao passar
um feixe de luz por uma particula estatica, esta espalhara a luz em todas as
dire¢des. Se houver um conjunto de particulas e um detector proximo, este ira
receber um padrdo que sera o resultante das interferéncias construtivas e
destrutivas em cada regido do detector. Como as particulas em suspensao estéao
em movimento browniano, o padrao de interferéncia detectado ira variar com o
tempo. Fazendo uso da taxa de variacdo das intensidades pontuais bem como
do fato de que particulas menores possuem maior velocidade de movimento
browniano, o equipamento é capaz de calcular o tamanho do diametro

hidrodinamico dessas particulas.

Além da estimativa de tamanho, o equipamento € capaz de calcular o
indice de polidispersividade (Pdl - polydispersity index). Isto se da gragas ao fato
de ser capaz de medir a distribuicdo de tamanho. Logo, o Pdl € uma medida da
largura da distribuicdo de tamanho e consiste em um valor adimensional. Os
valores de Pd| variam de 0 a 1, onde 0 € um material altamente homogéneo
(monodisperso) e 1 altamente heterogéneo (polidisperso) (KUMAR; DIXIT,
2017). Assim sendo, caso o valor seja proximo de 1, trata-se de um indicativo de

polidispersao/agregacao/sedimentacéo do material e a amostra ndo é adequada
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para a medida em DLS. As analises foram feitas em um Zetasizer Nano ZS90
(Malvern) com um volume de 2 ml da amostra diluida em agua e feito a analise

em triplicata.

5 Resultados e Discussoes

5.1 Caracterizagoes
5.1.1 Oxido de Grafeno (OG) e Oxido de Grafeno com Acido
Félico (OF-AF)

Ha uma quebra na cristalinidade do material pode ser observada na analise de
raios-x (Figura 16) que nos mostra o grafite como um material cristalino com
picos definidos (26,38° e 54,53°) e o 6xido de grafeno com muitos ruidos devido
essa perca na cristalinidade do material e seus picos caracteristicos que variam
de 7-12°. Para o oxido de grafite, esse pico se encontra em 9,62° e o 6xido de
grafeno em 8,7° (SUN ,2008).

Figura 16. Difratograma de raios-x do material de partida (Grafite) e
difratogramas do 6xido de grafite e éxido de grafeno.
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Figura 17. Espectro de UV-vis do 6xido de grafeno e grafite.

Absorbancia (u.a.)

N Grafite
<N — GO
\
\\\
N
\\
\\\.
b
\\
L N
= 1 = 1 o 1 — 1 . 1 = =
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Proprio Autor

54

Como visto na Figura 17, a primeira absor¢do € um ombro (banda larga e de

baixa intensidade) em aproximadamente 310 nm correspondente ao pico de

absorgdo do 6xido de grafeno, essa absorgéo é atribuida as transigdes n —1

dos grupos carbonila e carboxilas (C=0 e HO-C=0). Esta transigao envolve a

promogao de um elétron de um orbital ndo-ligante do atomo de oxigénio para um

orbital anti-ligante 1" através da absorgéo de um foton. A segunda é uma banda
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mais estreita e de alta intensidade, centrada em 230 nm. Essa absorgao
corresponde as transi¢cbes T —TT" das ligacdes C=C dos anéis aromaticos. A
medida que o grafite em flocos & oxidado, atomos de carbono sp? séo
convertidos em atomos com hibridizagdo sp3, causando uma diminuigdo no
tamanho médio das conjugacdes da rede. Consequentemente, ocorre um
deslocamento na posigéo das transigdes T —T1T para menores comprimentos de
onda. A diferenga de intensidade entre essas duas bandas pode ser explicada
em raz&o da baixa absortividade molar das transigdes n —T1 em oposi¢cdo das
transigdes ™ —1 (DIMIEV, EIGLAR, 2016).

A figura 18 mostra os espectros obtidos para o éxido de grafeno (OG),
oxido de grafeno com acido félico (OG-AF) e junto com a Tabela 1 descrevendo
as principais regides de absorgédo dessas moléculas.

Figura 18. Espectro de infravermelho do 6xido de grafeno e 6xido de grafeno com
acido félico.
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Tabela 1. Atribuigcbes dos sinais de absor¢éo na regido do infravermelho para o OG e OG-FA

Numero de onda/cm-!

oG OG-AF
vOH 3300 3300
vC=0 1710 1630
vC=Caromatico 1612 Sobreposto

6-C=C-H aiifatica 1027 1053
Vv —C-O-C epoxi 1160 -
6-C-0O-C epoxi 570 -

vNH - 3300

6NH - 1580

vCN - 1360

8CO - 1245

Ao comparar os espectros no infravermelho, podemos observar um
aumento na absor¢cdo em 3300 no OG-AF, isso se deve ao fato de além de
apresentar o estiramento da ligacdo OH, o OG-AF apresenta o estiramento NH
da amida formada que absorve na mesma regidao. No OG temos o estiramento
C=0 caracteristico dos acidos carboxilicos presentes, enquanto no OG-AF esse

estiramento se encontra em 1630, representando a amida formada na reagéo.

Outra regido importante para a caracterizacdo das amostras sdo o
estiramento C-O-C e a deformacao C-O-C do epdxido que s6 é observado no
grafeno, indicando que os epdxidos foram transformados em OH como previsto
no mecanismo de reagao. As bandas referentes a deformacéo da ligagdo NH
(1580) e estiramento da ligagao C-N (1360) também sao apenas observadas no
espectro do OG-FA. O estiramento da ligagdo C-O do éter formado no OG-AF
se encontra em 1245, que é caracteristica de éteres ligados em anel aromaticos,

enquanto no OG se encontra 1160, caracteristica dos epdxidos (QIN,et al.,2013).
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Figura 19. Espectro RAMAN do 6xido de grafeno e 6xido de grafeno com acido félico.
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Na figura 19, temos os espectros Raman do OG e OG-AF, esta técnica é
muito importante para a caracterizagdo do grafeno, pois ela correlaciona os
defeitos na superficie do 6xido de grafeno com as alturas e larguras das bandas
D (que variam entre 1200-1400) e G (que variam entre 1500-1600). Para a banda
D é atribuido a desordem e defeitos na estrutura do grafeno e a banda G
corresponde as vibragbes das ligagoes sp? dos atomos de carbono (ZEDAN, et
al., 2013).

Assim observa-se que para o OG-AF ha uma pequena mudanga na
posicao da banda D comparada com o OG, de 1333 para 1360, e um aumento
na intensidade da banda G. Isso indica que ha um aumento nos defeitos da
estrutura e um aumento de carbonos com ligagées sp? (QIN, et al., 2013).



58

Esses defeitos estruturais também puderam ser confirmados através da

analise de microscopia eletronica de varredura (figura 20).

Figura 20. Microscopia eletrénica de varredura para o 6xido de grafeno (A) e oxido de grafeno
com acido félico (B).

Fonte: Autor

O OG apresentou um aspecto de folhas, com rugas e dobras em sua
superficie. Isso se deve ao fato das interagdes entre os grupos funcionais
oxigenados epoxi, hidroxil e carbonil, presentes entre as folhas, enquanto o OG-
AF com a insercdo do acido félico na estrutura houve uma mudanca na
morfologia superficial do o6xido de grafeno, devido as novas interagdes

intermoleculares que a adigdo desta molécula provoca (YANG, et al., 2013).

Na Figura 21, o comportamento térmico dos materiais estudados foi
avaliado e os principais eventos térmicos (perda de massa, eventos térmicos e

temperaturas maximas de degradagao) encontram-se resumidos na Tabela 2.

Como mostra o gréfico, ha trés eventos de perda de massa para o OG, a
primeira perca se da em aproximadamente 75°C, proveniente da liberagao de
agua adsorvida na superficie. O segundo evento ocorre em 149°C-209°C, sendo
essa perca atribuida aos grupos funcionais oxigenados do material. Por fim de
206°C-307°C, atribui-se ao inicio de combustao da rede carbdnica, a qual vai
perdendo massa até restar com 36% da massa original (KAROUSIS, et al.,
2012).
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Figura 21. Andlise termogravimétrica do éxido de grafeno e éxido de grafeno
com &cido félico
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Ja para o OG-AF o primeiro evento térmico se da inicio em
aproximadamente 50°C e termina em 126°C, este evento é caracteristico a perda
de agua residual da amostra. De 158°C-227°C ha um segundo evento, o qual
pode ser atribuido a perda de grupos oxigenados presentes. De 230°C-405°C,
ha uma perda de 17% de massa da amostra, neste evento, praticamente todo
acido folico presente foi decomposto. Por ultimo, temos um evento em 430-
560°C que é atribuido a queima do esqueleto carbénico do material, perdendo
41% de massa. Depois deste ultimo evento a amostra vai se deteriorando até
chegar a 10% da massa original (KAROUSIS, et al., 2012).
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Tabela 2. Principal evento térmico extraidos da curva de TGA

Temperatura Temperatura Temperatura Perda/massa

inicial de final de maxima de (%)
degradacdo degradacdao degradacao
) ) )
oG 158 277 184 64
OG-AF 430 560 500 90

5.1.2 Nanobastoes de ouro

As nanoparticulas de ouro podem possuir formatos diferentes, como
bastbes, esferas, prismas, entre outros. Essa diversidade de formatos implica
diretamente na coloracao das solucdes obtidas, devido a diferenca da absorcao
da luz que cada forma apresenta, como por exemplo, nanoesferas possuem uma
coloracdo no vermelho, enquanto nanobastdes possuem uma coloragcédo azul
(Figura 22) (ATTIA, et al., 2015).

Este fendbmeno da-se ao seu efeito da Ressonéncia de Plasmon de
Superficie Localizada e é caracteristico de cada formato das nanoparticulas de
ouro. Com a espectrometria UV-vis podemos verificar o comprimento de onda
no qual estd ocorrendo o efeito da LSPR e verificar a formacdo das

nanoparticulas de ouro no formato de nanobastbes (ATTIA, et al., 2015).

Figura 22. Solucéo das nanoparticulas de ouro.

Fonte: Proprio Autor
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Figura 23. Espectro de UV-vis das nanoparticulas de ouro.
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Fonte: Proprio Autor

Como observado no espectro UV-vis, a hanoparticula de ouro apresentou
duas regides de absorcdo. A de 530 nm corresponde a possivel sementes que
nao cresceram no processo de sintese, esta absorcdo é caracteristica de
nanoesferas. J4 a absor¢cdo em 712 nm € a absorcdo caracteristica dos
nanobastdes de ouro (700-1000 nm dependendo do comprimento dos
nanobastdes) (KUMAR, et al., 2019).

O formato das nanoparticulas foi corroborado também na analise de
microscopia eletronica de Varredura (Figura 24). Em que pode ser observado os

formatos de bastonetes com tamanhos aproximados de 100 nm de comprimento.

Figura 24. Imagens MEV nanoparticulas de ouro.
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Fonte: Proprio Autor

O espalhamento de luz dindmico mede a luz espalhada por particulas em
solugdes. Como a intensidade da luz espalhada é proporcional ao tamanho da
particula, estas que forem maiores produzirdo sinais melhores do as particulas
menores. Assim, um baixo percentual de aglomerados tera uma intensidade de
sinal maior comparada com ampla propor¢cdo de particulas menores. Uma
vantagem da técnica DLS é que as amostras podem ser analisadas rapidamente
em solucéo para determinar se as AUNPs estdo agregadas ou néo.

Figura 25. Resultados da analise de DLS para as nanoparticulas de ouro.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev {(d.nm}:
Z-Average (d.nm): 3167 Peak 1: 3939 94 6 147 6
Pdl: 0,263 Peak 2: 68,54 54 1,37
Intercept: 0864 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity
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Fonte: Proprio Autor

Record 1: Aut 1 Record 2: Aul 2

Record 3: Aul 3

Os resultados obtidos das medidas do tamanho hidrodinamico das AuNPs
por meio do espalhamento de luz sdo mostrados nas Figura 25.

A andlise de DLS foi feita em triplicata, podemos observar que a média
dos raios hidrodindmicos das nanoparticulas ficou em torno de 316,7
nandmetros e o indice de polidispersividade (Pdl - polydispersity index) é de
0,263, indicando uma homogeneidade na amostra (monodisperso). O outro pico
com raio de 68.54 nanometros se atribui as nanoesferas providas das sementes
que ndo cresceram na sintese e ndo foram completamente retiradas na
centrifugagdo, mas como mostrado pela intensidade do sinal, ha poucas

sementes na amostra, que foi corroborado com o espectro UV-vis desta.
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5.1.3 Adicao do fotossensibilizador

Afigura 26 mostra os espectros obtidos para o OG-AF-ZnS4Pc e compara
com a fenil-tio-Ftalocianina de Zn e junto com a Tabela 3 descrevem as principais

regides de absorgdo do OG-AF-ZnS4Pc.

Figura 26. Espectrometria no infravermelho para a fenil-tio-Ftalocianina de Zn e o 6xido de
grafeno funcionalizado com acido félico e o fotossensibilizado.
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Tabela 3.Atribuigbes dos sinais de absorgéo na regido do infravermelho para o OG-AF-ZnS4Pc

Numero de onda/cm-!
OG-AF-ZnS4Pc

vOH 3300

v -C=N 1408

vC=Caromatico 1438

6-C=C-H aiifstica 1013

v —-C-S-C 701

vNH 3300

ONH 1589

6CN 1320

6CO 1107
Zn-N 946 — 551

VvV C=0amida 1651
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Obtemos nesse espectro varias bandas de absorcéao caracteristicas muito
importantes das ftalocianinas. A banda em 1320 cm? referentes a deformacéo
do grupo pirrol da Ftalocianina e a banda em 1408 cm atribuida a deformacéo
de C-N=C, observadas em aminas secundarias ciclicas, o sinal em 701 cm
proveniente da ligacdo C-S-C e os sinais indicando a ligacdo do metal central da
ftalocianina com o Nitrogénio que sdo observados em 946 cm™ e 551 cm
(NEGRI, 2015). Além dos sinais do préprio OG-AF, da ligacdo C=0 proveniente
da amida em 1651 cm?, o estiramento da ligacdo OH e NH na regido de 3300
cm™? (QIN,et al.,2013).

Figura 27. Analise termogravimétrica do o6xido de grafeno com acido félico com o
fotossensibilizador.
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Fonte: Préprio Autor

Foi avaliado o comportamento térmico do material sintetizado e seus
principais eventos térmicos (perda de massa, eventos térmicos e temperaturas
méaximas de degradacdo) mostrados na figura 27.

O termograma mostra uma perda de massa de 22% até 200 °C,
acontecendo em trés eventos, que se dao a perda de agua adsorvida nas folhas
(45°C-82°C), o segundo evento (100°C-130°C) atribuidos a perda de unidades
de grupos funcionais presentes e o terceiro evento (137°C-200°C) ao come¢o da

perda do &cido félico presente na amostra até chegar em 32% de massa perdida,
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que € quando comeca 0 quarto evento. Neste evento (423°C-525°C) comeca a
perda da ftalocianina presente na estrutura do grafeno e por ultimo o evento
(629°C-662°C) caracterizando a perda do esqueleto do grafeno. Seguindo a
decomposicao até restar 42% da massa original (COSTA JUNIOR, 2017).

Figura 28. Comparacgédo entre as analises térmicas do 6xido de grafeno, 6xido de grafeno com
acido félico e 6xido de grafeno com acido félico funcionalizado com o fotossensibilizador
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Fonte: Proprio Autor

Ao comparar os termogramas vemos que 0 OG-AF-ZnS4Pc foi o
composto que menos degradou com o aumento da temperatura, iSso ja era
esperado, pois os ions metdlicos de Zn ndo seriam degradados nessa
temperatura, ja 0s materiais organicos e segundo Nikolaos Karousis et al., as
ftalocianinas dopadas no grafeno protegem a estrutura deste, fazendo com que
seja mais estavel a termodecomposicéo, visto que o esqueleto carbbnico deste
apenas comecou a ser degradado em 629°C.

O espectro UV-vis foi realizado nesta amostra a fim de verificar a absorgéo
da fenil-tio-Ftalocianina de Zinco funcionalizada no oOxido de grafeno
corresponde faixa de comprimento de onda desejado para o propdsito do
material.

Como mostrado na figura 29, houveram dois picos de absor¢céo no UV-
vis, um em 358 nm, correspondente ao pico de absorcéo do oxido de grafeno e
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do &acido fdlico, essa absorcdo é atribuida as transicbes n —m" dos grupos
carbonila e carboxilas (C=0 e HO-C=0) (WONG, et al., 2021). E o outro pico de
absorcdo se da a fenil-tio-Ftalocianina de Zinco em 708 nm, este era o
comprimento de onda esperado, pois Ftalocianinas coordenadas aos metais que
apresentam o0s orbitais d totalmente preenchidos interagem com o orbital
molecular ocupado de mais baixa energia (HOMO) de forma repulsiva,
diminuindo o gap de energia entre HOMO e o LUMO, estabilizando o orbital
molecular. Essa diminuicdo confere um deslocamento no espectro eletronico de

UV-vis para a ZnS4Pc, comparando com uma ftalocianina livre.

Figura 29. Espectro de UV-vis para o composto de 6xido de grafeno funcionalizado com éacido
félico e fotossensibilizador
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Fonte: Préprio Autor

Outra caracterizacdo importante € a morfologia do composto OG-AF-
ZnS4Pc, que atraves de imagens de MEV (Figura 30) podemos observar uma
maior rugosidade e defeitos na estrutura do material, que sera importante para
a insercdo das nanoparticulas de ouro devido ao poder de adsorcéo fisica de

materiais mais defeituosos.
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Figura 30. Imagem MEV do o&xido de grafeno funcionalizado com acido fdlico e
fotossensibilizador

Fonte: Préprio Autor

5.1.4 Adigcao nanoparticulas na estrutura OG-AF-ZnS4Pc

A adicdo das nanoparticulas na estrutura foi confirmada pela imagem de
microscopia eletrdnica de varredura e pela Espectrometria UV-vis. Na Figura 31,
temos a imagem MEV utilizando elétrons retroespalhados, neste tipo de analise
0s elétrons incidentes interagem na amostra, sendo parte deles retroespalhados,
ou seja, desviados de volta na dire¢cao oposta ao feixe incidente. Esses elétrons
sdo sensiveis a densidade atdmica da amostra, proporcionando um contraste
para materiais mais densos, como 0s metais, para as nanoparticulas de ouro,
oferece uma visualizacdo mais detalhada da morfologia e tamanho das

particulas.

Figura 31. Imagens MEV com elétrons retroespalhados do 6xido de grafeno funcionalizado com
acido folico e fotossensibilizador dopado com nanoparticulas de ouro.
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Fonte: Proprio Autor

Temos na figura 31 as imagens MEV com elétrons retroespalhados do
OG-AF-ZnS4Pc-AuNP da mesma regido aumentado em 25000x, 50000x e
100000x, e uma em outra regido da amostra aumentada 150000x, podemos ver
a adsorcao dos nanobast6es na superficie da amostra.

No espectro de UV-vis para a amostra (Figura 32) observamos os
comprimentos de onda que o material sintetizado absorve. Atribui-se o sinal em
611 nm as sementes de Au presentes e em 741 nm aos nanobastbes de Au,
Segundo (HU, et al., 2013) o acoplamento de plasmonénico entre as AuNPs
adsorvidos na superficie do OG é responsavel por esse deslocamento para o
vermelho apresentado no espectro. Essas interagées dos materiais fizeram com
que a absorcao da fenil-tio-ftalocianina de Zn diminuisse o comprimento de onda
(deslocamento para o azul) apresentando um pico de absor¢cdo em 675 nm,
ainda dentro da faixa espectral esperada.
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Figura 32. Espectro UV-vis para o o6xido de grafeno funcionalizado com &cido félico e
fotossensibilizador e dopado com as nanoparticulas de ouro.
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5.2 Ensaio viabilidade celular para fibroblastos humanos

dérmicos

De acordo com a figura 33, obtemos os seguintes resultados para os

grupos experimentais:
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Figura 33. Viabilidade celular dos fibroblastos dérmicos humanos (HDFn) apés a exposi¢céo dos
materiais sintetizados.
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Tabela 4. Grupos experimentais e sua Viabilidade celular e coeficiente de variagéao

% CV%

C- 100 0,311831
C+ 99,30 1,57
G1 (50 pyg.mL™") 83,44 1,98
G1 (25 yg.mL™") 83,69 1,56
G1 (10 ug.mL™) 82,04 3,31
G2 (50 pg.mL™) 82,49 2,71
G2 (25 pg.mL") 82,95 1,39
G2 (10 ug.mL™) 81,23 3,69
G3 (50 pg.mL™) 99,76 2,13
G3 (25 ug.mL™) 91,62 1,32
G3 (10 pg.mL) 81,65 2,68

Fonte: Préprio Autor

Controle Negativo (C-)

O controle negativo apresentou 100% de viabilidade celular com um

coeficiente de variacdo (CV%) de 0,31%, como esperado para células nao

tratadas. Este resultado serve como referéncia para a saude celular ideal.



71

Controle Positivo (C+)

No controle positivo, onde as células foram expostas ao 6xido de grafeno
funcionalizado com &cido félico (OG-AF) a 5,0 pg/mL, a viabilidade celular foi de
99,30% com um CV% de 1,57%. Este resultado indica que o OG-AF, nesta
concentracdo, tem uma toxicidade minima.

Grupo 1 (G1): OG-AF-AuNp

O grupo G1, com 6xido de grafeno, acido félico e nanoparticulas de ouro
(OG-AF-AuNp), apresentou uma viabilidade celular em torno de 82-83% em
todas as concentracdes testadas:

e 50 pg/mL: 83,44% (CV% = 1,98)
e 25 pug/mL: 83,69% (CV% = 1,56)
e 10 pg/mL: 82,04% (CV% = 3,31)

Esses resultados mostram que, embora haja uma leve diminuicdo na
viabilidade celular, ela permanece acima de 75% (ISO 10993-5:2009), o que
indica uma boa biocompatibilidade das formulacdes G1, mesmo com a adicao
de nanoparticulas de ouro.

Grupo 2 (G2): OG-AF-ZnS4Pc

O grupo G2, composto por 6xido de grafeno funcionalizado com &acido
félico e ftalocianina (OG-AF-ZnS4Pc), apresentou viabilidades celulares
semelhantes as de G1:

e 50 pg/mL: 82,49% (CV% = 2,71)
e 25 pug/mL: 82,95% (CV% = 1,39)
e 10 pg/mL: 81,23% (CV% = 3,69)

Assim como no G1, a viabilidade celular para G2 também se manteve
acima de 75% em todas as concentracdes testadas, sugerindo que essa
combinacdo é relativamente segura para as células NIH-3T3.

Grupo 3 (G3): OG-AF-ZnS4Pc-AuNp

O grupo G3, que contém oxido de grafeno, acido folico, ftalocianina e
nanoparticulas de ouro (OG-AF-ZnS4Pc-AuNp), apresentou 0s seguintes
resultados:

e 50 pg/mL: 99,76% (CV% = 2,13)
e 25 pug/mL: 91,62% (CV% = 1,32)
e 10 pg/mL: 81,65% (CV% = 2,68)
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O G3, especialmente na concentracdo de 50 pg/mL, demonstrou uma
viabilidade celular quase igual ao controle negativo (99,76%), indicando uma
toxicidade praticamente inexistente.

Com base nos resultados, todas as formulacdes testadas mantiveram
uma viabilidade celular acima de 75%, o que € considerado bom. O composto
final (G3) mostrou-se particularmente promissor, com viabilidades muito
préximas ao controle negativo, especialmente na maior concentracdo testada.
Mesmo as formulagbes intermediarias (G1 e G2) demonstraram viabilidade
celular adequada, sugerindo que as modificacdes feitas ao longo do processo de
sintese resultaram em materiais que sao seguros para uso em células NIH-3T3.

Esses resultados reforcam o potencial das formulacdes desenvolvidas
para aplicacdes biomédicas, onde a manutencédo de alta viabilidade celular é

crucial.
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6 Conclusao

Em conclusdo, a sintese bem-sucedida do o6xido de grafeno
funcionalizado com acido félico e fotossensibilizador e dopado com
nanoparticulas de ouro resultou na obtencdo de um material terandstico
multifuncional promissor para aplicacbes nas terapias fototérmicas e
fotodinamicas. A incorporacdo de ouro e do fotossensibilizador conferiu a
absorcdo deste material na faixa espectral desejada, faixa do infravermelho
préximo, tornando-o eficiente como agente fototérmico para tratamento de
cancer de pele. A adicdo estratégica de Zinco Fenil-Tio-ftalocianina como
fotossensibilizador, juntamente com acido félico para seletividade tumoral,
demonstra uma abordagem inovadora para terapias especificas.

A caracterizacdo detalhada por espectroscopia no infravermelho,
espectroscopia UV-vis, andlise termogravimétrica, microscopia eletrénica e
testes de viabilidade celular validaram a eficicia da sintese, evidenciando a
presenca da funcionalizacdo do éxido de grafeno e o comportamento térmico do
material. Além disso, a auséncia de citotoxicidade, para esta linhagem de célula,
nas analises de viabilidade celular confirma a biocompatibilidade do material,
destacando seu potencial para aplicacdes clinicas.

Esses resultados encorajadores sugerem que o material desenvolvido
possui propriedades terapéuticas valiosas, abrindo caminho para futuras
pesquisas e aplicacbes na area de nanomedicina e tratamento do cancer

cutaneo.
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