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RESUMO

BATISTA, C. B. Sintese e reducdo do grafeno oxidado estabilizado com diferentes
moléculas para possiveis aplicacfes em fotohipertermia. 2016. Monografia (Trabalho de
Conclusao de Curso) — Departamento de Engenharia de Materiais, Escola de Engenharia de
Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2016.

Conhecido por suas propriedades Unicas e excepcionais, o grafeno foi descoberto em 2004 e
desde entdo é amplamente estudado e analisado. J& a nanomedicina, por sua vez, € uma das
areas nas quais este material tem suas aplicacbes exploradas: desde estudos do grafeno na
liberacdo controlada de drogas até a sua utilizacdo em novas terapias para o tratamento de
alguns tipos de cancer. Esta Gltima aplicacdo foi o foco deste trabalho, o qual se iniciou pela
obtencdo do grafeno em sua forma oxidada através do método de Hummer’s modificado,
partindo-se do grafite expandido. Em seguida, o Grafeno Oxidado (GO) foi reduzido junto as
moléculas orgénicas de glutamina e lactose, utilizadas em sinteses distintas. O resultado
obtido consistiu em um material estabilizado e funcionalizado, com potencial para utilizacdo
em terapias fototérmicas contra células tumorais. Através das técnicas de caracterizacdo,
foram identificadas as propriedades do Grafeno Reduzido (RGO) que consistiram em pequeno
tamanho de folhas e alta estabilidade por um periodo de pouco mais de um més, preservando-
se assim suas propriedades e evitando a formacédo de agregados. Para avaliar as propriedades
fototérmicas do grafeno, testes foram realizados a fim de verificar sua resposta na regido do
infravermelho préximo e os resultados mostraram que o aumento de temperatura das amostras
de RGO é proporcional a sua concentracdo, além de evidenciar o potencial deste material para

aplicacOes na terapia de fotohipertermia para tratamento de tumores solidos.

Palavras-chave: grafeno, nanomaterial, nanomedicina, fotohipertermia.



ABSTRACT

BATISTA, C. B. Synthesis and reduction of graphene oxide stabilized with different
molecules for possible applications in photohyperthermia. 2016. Monograph (Coursework
Final) — Department of Materials Engineering, School of Engineering of Sdo Carlos,
University of Sdo Paulo, Séo Carlos, 2016.

Known for its unique and exceptional properties, graphene was discovered in 2004 and since
then it has been widely studied and analysed. Nanomedicine is one of the areas at which this
material has its applications explored, from studies on the performance of the graphene in
drug delivery up to new therapies that aim the treatment of some types of cancer. This last
example of application was the focus of this project, which was initiated by obtaining
graphene in its oxidized form through Hummer's modified method, based on expanded
graphite. Following, the Oxide Graphene (GO) was reduced with organic molecules like
glutamine and lactose, used in separate syntheses. The result was a stable and functionalized
material with potential for use in photothermal therapies against tumoral cells. Using
characterization techniques, the properties of Reduced Graphene Oxide (RGO) were
identified, which consisted of sheets with small size and high stability for a about a month,
preserving its properties and avoiding the formation of aggregates. In order to evaluate
photothermal properties of graphene, tests were performed to verify its response in the near
infrared region and the results have shown that the temperature increase of the RGO sample
was proportional to its concentration, thus demonstrating the potential of this material for

applications in photohyperthermia for treating tumoral cells.

Key-words: graphene, nanomaterial, nanomedicine, photohyperthermia.
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1. INTRODUCAO

Este trabalho de conclusdo de curso € baseado no projeto de iniciacdo cientifica da
autora, que teve como principal tema a producdo do grafeno quimicamente reduzido e suas
aplicacbes na &rea da nanomedicina. O projeto foi financiado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa (processo FAPESP: 2015/07909-0) e desenvolvido de junho/2015 a maio/2016 no
Grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC — USP)
orientado pelo Prof. Dr. Valtencir Zucolotto.

Por se tratar de um material relativamente novo, o grafeno tem suas aplicacbes cada
vez mais estudadas e conhecidas nas mais diversas areas do conhecimento. Na nanomedicina,
este material possui grande potencial em aplicagdes voltadas a terapias contra células
tumorais, tema que incentivou a realizacdo deste trabalho. Partindo-se de tal aplicacédo, o
trabalho visou a produgdo de um grafeno mais estavel e menos toxico através da hipotese de
que sua reducdo junto a moléculas de compostos inofensivos a satde humana resultaria em
um material com melhores propriedades e que facilitaria sua internalizacdo nas células
doentes, potencializando sua aplicacdo neste novo tipo de terapia e, consequentemente,
trazendo avanco e inovacao na area da nanomedicina.

Assim, neste trabalho o grafeno oxidado foi obtido e posteriormente reduzido com as
moléculas organicas de glutamina e lactose, componentes comuns ao corpo humano,
explorando a hipdtese de que esta maneira de reducédo resulta em um produto menos agressivo
a salde. Em seguida, a caracterizacdo do material produzido permitiu que suas propriedades
fossem conhecidas e comparadas com os dados existentes na literatura. Da mesma forma, 0s
testes de hipertermia posteriormente realizados serviram para verificar as propriedades

fototérmicas do grafeno, tema de grande relevancia no seu estado da arte.
1.1. OBJETIVOS

O principal objetivo deste estudo consistiu em reduzir o grafeno oxidado na presenca
de moléculas organicas a fim de se obter um material estavel, de baixa toxicidade e pouca
agregacdo em meios biologicos e que responda na regido do infravermelho proximo (808 nm)
para aplicagdo na terapia fototérmica, também conhecida por fotohipertermia.

Os objetivos especificos consistiram em:

e Obtencdo do grafeno oxidado através do método de Hummer’s modificado e sua

caracterizagéo;
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Reducdo do grafeno oxidado junto & molécula de glutamina e sua caracterizacao;
Reducdo do grafeno oxidado junto & molécula de lactose e sua caracterizacéo;
Avaliacdo das propriedades fototérmicas das duas formas de grafeno reduzido

obtidas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. NANOMEDICINA E NANOTECNOLOGIA

A nanomedicina pode ser compreendida como uma intervencdo médica em escala
molecular, que visa curar uma doenga ou reparar danos em tecidos, musculos ou 6rgaos.
Assim, a unido do que se conhece sobre o corpo humano e de tecnologias utilizadas em escala
molecular possibilitam o diagnéstico e tratamento de doencas. Nos dltimos anos, tem-se
aumentado o interesse por explorar e conhecer mais sobre a nanomedicina, gerando um
grande aumento no numero de artigos publicados sobre esse assunto, chegando a mais de
1000 no ano de 2004 (WAGNER et al., 2006). Ja a nanotecnologia, por sua vez, é uma area
da ciéncia que visa a manipulacdo de atomos e moléculas visando a construcéo de estruturas
em escala nanométricas que, em geral, possuem propriedades distintas daquelas observadas
nas escalas micro e macroscopicas (MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 2005). Este ramo da
ciéncia ¢ multidisciplinar, uma vez que envolve o conhecimento de &reas como a biologia,
quimica, engenharia e fisica. E gracas a esse entrelacamento de informacdes que tecnologias
tais como a entrega controlada de farmacos, imageamento por nanovetores e dispositivos
feitos de nanocomponentes puderam ser desenvolvidas (FERRARI, 2005). Desta maneira,
estudos nas areas de nanomedicina e nanotecnologia, quando desenvolvidos em conjunto,
podem trazer novas metodologias de diagnostico e tratamento de doencas. Isto ocorre porque
0s nanomateriais levam a grandes oportunidades de inovagdo em diversos ramos da ciéncia
por possuirem propriedades e caracteristicas Unicas, sendo aquelas em medicina o foco deste
trabalho.

Nas ultimas décadas, técnicas e dispositivos baseados em nanoparticulas aumentaram,
bem como o numero de empresas de pequeno e médio porte que investem em projetos e
pesquisas nesta area (WAGNER et al., 2006). Dentre esses, destacam-se aqueles compostos
por drogas-lipossomais e de nanocapsulas de polimero-medicamento, onde a droga pode estar
internalizada na nanocapsula, ou ligada externamente a nanoparticula, sendo estas
poliméricas, metalicas, 6xidos metéalicos, terras raras e a base de carbono (DE JONG; BORM,
2008).

Entre as nanoparticulas a base de carbono destacam-se o grafeno e os nanotubos de
carbono mostrados na Figura 1. Esses ultimos consistem em uma estrutura cilindrica
composta por atomos de carbono e sdo explorados em diversas areas da nanomedicina, como

na liberacdo controlada de drogas e no tratamento de cancer (LIU et al., 2011). J& o grafeno,
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por sua vez, € um material bidimensional (2D) no qual seus atomos de carbono estéo
empacotados em uma estrutura hexagonal em uma Gnica camada atbmica (SCHNIEPP et al.,
2006).

Figura 1 - O grafeno como material bidimensional, base para os outros compostos de
carbono. Pode-se observar, da esquerda para direita: fulereno, nanotubo de
carbono e grafite. FONTE: (GEIM; NOVOSELOV, 2007)

2.2.0 GRAFENO

Na década de 1960, o grafite foi estudado mais intensamente e se constatou a alta
condutividade elétrica dos seus planos basais quando intercalado com outros componentes.
No entanto, baseando-se em calculos teoricos, ndo se acreditava que fosse possivel a
existéncia de materiais bidimensionais (SINGH et al., 2011). Em 2004, na cidade de
Manchester, Inglaterra, Andre Geim e Konstantin Novoselov conseguiram isolar e estudar
pela primeira vez o grafeno. E possivel que existam grafenos compostos por apenas uma
camada atdbmica, duas ou varias, como mostrado na Figura 2(a) e 2(b). No entanto, este
namero se limita a 10 camadas, uma vez que este € o limite que aproxima o material do limite
3D devido a sua estrutura eletrbnica progredir com o seu numero de camadas (GEIM;
NOVOSELOV, 2007).

Este material apresenta propriedades excepcionais, tais como alta mobilidade elétrica
de seus portadores de carga, o que lhe confere grande potencial eletrénico, bem como suas

propriedades mecénicas, térmicas e Oticas; diferenciando o grafeno de outros materiais e
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possibilitando suas mais diversas aplicacbes como transistores, sensores e até mesmo
dispositivos para armazenamento de energia (SCHWIERZ, 2010) (SCHEDIN et al., 2007),
(SUN; WU; SHI, 2011). Além disso, na area da nanomedicina, este material vem sendo
amplamente analisado e explorado, podendo destacar suas aplicagdes mais comuns na terapia
fotodinamica e fototérmica, entrega controlada de drogas e como biosensores (FENG; LIU,
2011).

@ S (b)

uncharged polar groups )
on basal structure hydrophobic 7-bond
capable graphene domains

“oH charged hydrophilic (d)
peripheral groups

(©)

Figura 2 - Grafeno: (a) Representagdo do grafeno com varias camadas atdmicas, (b)
Unica camada de grafeno, (c) Grafeno Oxidado, (d) Grafeno Reduzido.
FONTE: (JASTRZEBSKA; KURTYCZ; OLSZYNA, 2012).

No entanto, pouco se sabe sobre a interacdo do grafeno com o meio biologico e
ambiental. Por isso, varios estudos estdo sendo realizados a fim de se conhecer mais sobre a
toxicidade deste nanomaterial. Em um deles, (WANG et al., 2011), foi analisada a interacéo
entre o Grafeno Oxidado (GO), Figura 2(c), e células de fibroblasto humano, bem como os
efeitos da presenga deste material em camundongos. Os resultados mostraram que a
citotoxicidade do grafeno depende principalmente da sua concentragéo, ou seja, altas doses de
grafeno oxidado proporcionam uma toxicidade severa, tornando-o dificil de ser excretado
pelos rins e se acumulando nesses 6rgaos dos animais testados. Outro estudo, que também
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utilizou camundongos para andlise da toxicidade do grafeno oxidado, mostrou que este
material se acumulou principalmente nos pulmdes, sendo mais uma vez, dificilmente
excretado e levando a efeitos adversos nos organismos testados (ZHANG, X. et al., 2011).
Desta forma, um grande desafio para utilizacdo do grafeno na nanomedicina e,
consequentemente, no corpo humano, consiste em diminuir ou até mesmo acabar com 0s
efeitos adversos deste material em organismos vivos.

Para obtengdo do grafeno, diversos sdo os métodos propostos. Entre eles pode-se citar:
esfoliacdo mecénica, esfoliagdo quimica, deposicdo quimica de vapor, sintese do grafeno
oxidado, reducdo quimica, entre outras (SINGH et al., 2011). No entanto, o mais utilizado é o
método de Hummer’s modificado (HUMMERS; OFFEMAN, 1958), que consiste na oxidacao
do grafite. Neste procedimento, ocorre a quebra das ligagbes de Van der Waals entre as
camadas de carbono e a inser¢do de grupos funcionais nessa folha, como hidroxilas, epdxidos,
carboxilas e carbonilas, formando-se o grafeno oxidado. Devido a presenca de tais grupos
funcionais, este material € muito oxigenado, fato que torna suas folhas altamente hidrofilicas e
resulta em um material dispersdvel em agua e que forma dispersdes estaveis, mas ndo é
compativel com a maioria dos polimeros organicos.

O grafeno em sua forma oxidada é isolante elétrico, caracteristica que limita muitas de
suas aplicacGes (STANKOVICH et al., 2006). No entanto, sua condutividade elétrica pode ser
aumentada com a reducdo quimica desse material, resultando no Grafeno Reduzido (RGO),
Figura 2(d). Durante a reagdo de reducdo, os grupos funcionais contendo oxigénio sdo
retirados da estrutura do grafeno oxidado e, consequentemente, ligagdes sdo restauradas. Isto
resulta em um material condutor e com alta tendéncia de agregacdo de suas folhas em meio
aquoso (STANKOVICH et al., 2007). Entre as maneiras de obtencdo do grafeno reduzido,
pode-se destacar a reducdo térmica; reducdo quimica que engloba a utilizacdo de agentes
quimicos, foto-catalisadores ou até mesmo reducéo eletroquimica; reacGes envolvendo mais
gue uma etapa (PEIl; CHENG, 2012).

Existem aplicagdes distintas tanto para o GO quanto para a sua forma reduzida. Isto
porque mesmo que ambos sejam feitos basicamente do mesmo material, a quantidade de
oxigénio ligado as folhas de grafeno resulta em propriedades muito diferentes. Em geral, para
obtengdo do RGO sdo utilizados agentes redutores tais como hidrazina e o hidrato de
hidrazina ou dimetil-hidrazina. No entanto, esses compostos sdo muitas vezes toxicos e
perigosos (ZHU et al., 2010), o que levou a busca por uma sintese mais branda que
resultassem em produtos menos agressivos ao corpo humano. Essas alternativas podem ser

encontradas reduzindo-se o GO na presenca de moléculas como glicose, frutose e sacarose,
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por exemplo (AKHAVAN et al., 2012). O produto resultante € menos tdxico e estavel em
agua por longos periodos. Além disso, o Grafeno Quimicamente Reduzido (GQR) possui uma
ampla faixa de absorcdo Optica, estendendo-se do ultravioleta ao infravermelho médio,
podendo ser utilizado em diferentes aplica¢fes Opticas (MARKOVIC et al., 2011; TIAN et
al., 2011).

2.3.GRAFENO EM APLICACOES NA NANOMEDICINA

A palavra “hipertermia” denomina uma elevagao da temperatura corporal de um
organismo Vivo, evento que pode causar danos e comprometer 0 metabolismo. Para o corpo
humano, o aumento de temperatura acima dos 37°C indica uma anormalidade que leva o
organismo & febre, podendo causar danos irreversiveis ou até mesmo a destruicdo dos tecidos.
Isto porque acima de 39°C a deshaturacdo das proteinas € iniciada e, como consequéncia,
ocorre sua agregacao, afetando a dindmica celular (LEPOCK et al., 1987). No entanto, apesar
do fenbmeno da hipertermia ser maléfico ao corpo humano, quando controlado pode ser
utilizado de maneira positiva no tratamento de doengas como o cancer (WUST et al., 2002).

Assim, induzir a morte células doentes no organismo de forma localizada, como por
exemplo, células tumorais, € uma maneira de utilizar a hipertermia para obter resultados
terapéuticos. Em geral, € utilizada em conjunto com outros tipos de tratamentos contra o
cancer, como a radioterapia e quimioterapia, pois potencializa os danos causados as células
tumorais (HILDEBRANDT et al., 2002; WUST et al., 2002). Atualmente, esse mecanismo
vem sendo estudado pela nanomedicina através do uso de nanoparticulas que atuem como
agente capaz de absorver radiacdo e transforméa-la em calor, causando um aquecimento local e
levando a morte as células atingidas (CHENG et al., 2012). Assim, a fotohipertermia, ou
terapia fototérmica, utiliza o fendmeno da hipertermia para causar danos as células ou aos
tecidos corporais doentes, através do aumento da temperatura.

Para que uma nanoparticula possa ser utilizada nesta terapia é importante que ela
possua algumas caracteristicas, como: a) ter tamanho reduzido (escala de nanémetros) para
que possa circular pelas veias e artérias do organismo e ser incorporada pelas células; b)
permitir a formacdo de uma dispersédo estavel no meio de interessa; c) ser biocompativel com
os fluidos corporais e produzir calor quando excitada por uma fonte externa (KONG;
BRAUN; DEWHIRST, 2000). A terapia fototérmica é utilizada principalmente no tratamento
de tumores sélidos e superficiais e a principio, esperava-se gque tanto tecidos saudaveis quanto

0s tumorais absorvessem o calor, reduzindo a eficiéncia do tratamento. No entanto, para evitar
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que partes saudaveis do corpo absorvam a irradiacdo e sejam induzidas a morte, lasers com
determinados comprimentos de onda séo utilizados para atingir a chamada janela bioldgica
(SMITH; MANCINI; NIE, 2009) (WEISSLEDER, 2001). Este termo pode ser definido como
um intervalo no espectro onde o tecido corporal parece ser transparente, ou seja, ndo absorve
a luz emitida e consequentemente, ndo a transforma em calor.

Em relacdo ao grafeno reduzido, este nanomaterial apresenta as propriedades citadas
acima que sdo necessarias para sua aplicacdo em terapias contra o cancer que utilizem o
fendmeno da hipertermia, além de também possuir a caracteristica intrinseca de alta absor¢édo
no infravermelho, ou seja, radiacdo entre 1 mm e 700 nm. Varios artigos contemplam estudos
realizados com o grafeno em aplicacbes em terapias contra tumores. Em um deles, a
doxorrubicina, medicamento tradicionalmente utilizado na quimioterapia, foi ligada ao
grafeno funcionalizado com um polimero e a nanoparticula resultante foi utilizada na terapia
fototérmica. Além de o grafeno apresentar todas as propriedades requeridas para aplicacédo
neste tipo de terapia, a doxorrubicina ligada as suas folhas potencializou sua aplicacéo,
aumentando a eficiéncia do teste realizado (ZHANG, W. et al., 2011).

Outro estudo mostra que o grafeno, com seu potencial de absor¢do na regido do
infravermelho proximo e relativa grande area superficial, pode ser utilizado como portador de
medicamentos, como no exemplo citado anteriormente com doxorrubicina, confirmando seu
potencial para terapia fototérmica (SHENG et al., 2013). Nesse mesmo estudo, o grafeno foi
reduzido e funcionalizado com polietilenoglicol e apresentou grande estabilidade e baixa
toxicidade, podendo ser utilizado como um agente em terapias baseadas na fotohipertermia.
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3. METODOLOGIA
3.1. SINTESE E OBTENGAO DO GRAFENO OXIDADO

A primeira etapa deste trabalho consistiu na obtencdo do grafeno oxidado a partir do
grafite expandido, doado pela empresa Nacional de Grafite (Brasil). Esse processo de sintese
ocorre por via quimica e pode ser dividida em trés etapas: pré-oxidacao, oxidacdo e limpeza,
descrito por Tung e colaboradores (TUNG et al., 2009). Todos os reagentes usados foram
adquiridos da Sigma Aldrich®, utilizando 150 mL de &cido sulftrico (H,SO.), 1 g de
pentoxido de fésforo (P,Os), 1 g de perssulfato de potassio (K2S,0g) e 1 g de grafite. A
mistura de todos os reagentes foi aquecida até 80°C, durante 4 h e 30 min. Em seguida, foi
feita a filtragem do material obtido utilizando filtro qualitativo e o material retido foi deixado
em estufa a 60 °C por 24 h.

Em seguida, 40 mL de H,SO, foi adicionado ao grafite seco em um erlenmeyer,
mantendo-se a temperatura préxima de 0 °C utilizando um banho de gelo. Foram adicionados
5 g de permanganato de potassio KMnO, vagarosamente para evitar 0 aumento da
temperatura, ndo devendo ultrapassar os 10 °C durante a adi¢do. Por fim, a solugdo foi
mantida por 2 h em temperatura ambiente e o grafite em meio &cido apresentou coloracédo
esverdeada.

Logo ap6s, um total de 75 mL de agua ultrapura foram adicionados no erlenmeyer
ainda no banho de gelo. Uma vez que nesta etapa é crucial ndo deixar ultrapassar os 50 °C, a
adicdo da agua ocorreu em pequenas quantias e vagarosamente, pois a adicdo de agua em
acido gera uma reacao violenta, com grande liberacdo de calor. Ap6s o fim da adicdo, a
solucdo apresentou coloracdo marrom e mais 155 mL de agua foram adicionados, seguido da
adicdo de 5 mL de peroxido de hidrogénio (H,0,). Finalmente, obteve-se grafeno na
coloragédo dourada e que foi deixado decantar por um dia.

Apbs esse periodo, foi necessario realizar a limpeza do grafeno para retirar todas as
possiveis impurezas presentes, como acido e tracos de metais. O sobrenadante foi retirado e
adicionado 1 L de &cido cloridrico (HCI) 10% no precipitado, seguido da centrifugacdo desta
solucgéo trés vezes a 10000 rpm durante 10 minutos. Apds cada 10 minutos na centrifuga, o
sobrenadante foi retirado e adicionado mais agua até a neutralizacdo da solucéo, a qual foi
colocada em uma membrana de didlise de celulose com cutoff de 10 KDa durante uma

semana, onde agua foi trocada duas vezes ao dia durante todo esse periodo.
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A concentracdo de 3,4 gL do grafeno oxidado foi obtida por gravimetria, pela adicéo
de 10 mL de GO em um vidro de relogio, mantido a 50 °C em estufa de secagem. O vidro foi
pesado antes e depois de colocada a amostra, repetindo-se este método trés vezes para uma
melhor aferigdo da massa.

3.2. DIMINUICAO DO TAMANHO DAS FOLHAS DE GRAFENO OXIDADO.

Foi utilizado o ultrassom de ponta DES 500 de frequéncia 20 KHz, 500 W (UNIQUE,
Brasil) na poténcia de 40% por 35 horas, que foram divididas em periodos de 30 minutos
intercalados com periodos em que o ultrassom estava desligado. A diminuicdo do tamanho
das folhas de grafeno ocorre devido ao fenémeno de cavitacdo, o qual ocorre em quedas
repentinas de pressdo. Desta forma, a pressdo, temperatura e velocidade do sistema resultam
na liberacdo de ondas e micro-ondas altamente energéticas, que provocam danos na superficie
do material, os quais contribuem para a quebra e diminui¢do das folhas de grafeno.

Nesta etapa, 12 ml da solucéo de GO na concentracdo de 3,4 gL™ foram diluidos até a
concentracéo de 1 gL™ e o volume final foi colocado em um tubo falcon resfriado em banho
de gelo. A variagdo no tamanho das folhas foi registrada utilizando-se Espalhamento
Dinamico da luz (DLS), através do equipamento Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern, Inglaterra),

considerando cinco contagens para cada amostra.

3.3. REDUCAO DO GRAFENO OXIDADO COM L-GLUTAMINA

Foram adicionados 0,01 M de L-glutamina obtida da Sigma Aldrich® em 0,2 gL de
GO e 500 pL de hidroxido de aménia em um volume final de 50 mL. A mistura foi mantida
em agitacdo e aquecida até 90°C, a partir da qual a reacdo foi mantida por 8 horas. O
monitoramento da reducdo do material foi feito utilizando a Espectroscopia no Ultravioleta
Visivel (UV-vis) através do equipamento UV-Visible Spectrophotometers U-2900 (Hitachi).
Uma vez que é caracteristica do grafeno reduzido apresentar um pico de absor¢do em 270 nm,
amostras foram retiradas e testadas ao longo das 8 horas de reacgéo, até que a ultima exibiu tal
resultado, confirmando a reducdo do GO. Por fim, o material foi deixado em dialise durante

uma semana para que todas as impurezas fossem removidas.
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3.4. REDUCAO DO GRAFENO OXIDADO COM a-LACTOSE

A reducdo do grafeno na presenca de lactose partiu do mesmo GO utilizado na
reducdo do grafeno com glutamina. Foram utilizados 0,2 gL™ de GO com 0,01 M de lactose e
400 pL de hidroxido de amdnia concentrado até um volume final de 40 mL. A disperséo foi
mantida em agitacdo e aquecida até a temperatura de 90°C durante 8 horas. Novamente, apos

a reducdo do material, este foi deixado em dialise durante uma semana.

3.5. TERAPIA DE FOTOHIPERTERMIA

O grafeno quimicamente reduzido foi testado em radiacdo utilizando-se um laser no
comprimento de onda de 808 nm e poténcia de 0,6 W/cm?, o qual foi posicionado a cerca de
30 cm da amostra. Esta, por sua vez, consistiu em uma cubeta de quartzo transparente
contendo 1 mL de RGO na concentracdo desejada. A fibra Otica inserida dentro da amostra
captou sua temperatura e emitiu o sinal para o detector, que ligado a um computador,
registrou sua temperatura a cada segundo. A Figura 3 representa a configuracdo dos
equipamentos para todos os testes de fotohipertermia realizados neste trabalho, que visaram
avaliar as propriedades fototérmicas do grafeno reduzido. Os testes foram realizados para
comparar a resposta na regido do infravermelho proximo do RGO/GLU, RGO/LAC e Grafeno
Reduzido apenas com Hidroxido de Aménio (RGO/NH3;), sem nenhuma molécula organica.
Para 0s trés tipos de grafeno reduzido, amostras nas concentracdes de 5 mgL™, 10 mgL™ e 15
mgL™ foram preparadas em triplicada.

Fibra Otica

30 cm

Detector

Figura 3 - Configuracdo dos equipamentos utilizados nos testes de fotohipertermia.

Como as amostras analisadas estavam a temperatura ambiente no momento em que

foram testadas, poderiam apresentar diferentes temperaturas de acordo com o dia do
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experimento, precisando ser normalizadas. Assim, durante o primeiro minuto de teste a
temperatura inicial de cada amostra foi registrada com o laser desligado. Ao final do
experimento, foi possivel saber a temperatura maxima atingida por cada amostra de grafeno e,
consequentemente, calcular-se o aumento da temperatura da respectiva amostra em relacédo a
sua temperatura ambiente. Desta forma, foi possivel relacionar o aquecimento com a
concentracdo de grafeno. Além disso, foi calculada a porcentagem de aumento de temperatura
em relacdo & temperatura ambiente e a taxa de aquecimento para cada um dos materiais nas
trés concentracgdes, que permitiu analisar a resposta do grafeno no laser em funcao do tempo.
Esses resultados sdo apresentados como curvas de: aumento de temperatura em
relacdo a temperatura ambiente (AT); porcentagem do aumento da temperatura em relacéo a
temperatura méxima atingida (AP); taxa de aquecimento e funcdo do tempo do experimento

(TA). Esses parametros foram calculados, respectivamente, pelas equacgdes 1, 2 e 3 a seguir:

AT = Tmeaidza = Tinicia (1)
_ 0 Tmaxima— Tmedida
AP =100% X ( rima —Tinicial) ?

Onde:

o Tmedica= temperatura da amostra medida em um dado momento, com o laser ligado;
e Tinicia = temperatura inicial da amostra, medida com o laser desligado;

o  Thaxima= temperatura méaxima atingida pela amostra durante o experimento.

TA; = T(i+10)~ T(i-10) (3)

ti+10)~ t(i-10)
Onde:
e Ti.10=temperatura da amostra 10 segundo depois de um dado instante;
e Ti.10=temperatura da amostra 10 segundo antes de um dado instante;

e ti.10=tempo referente a temperatura medida em Ti.10;

e ti10=tempo referente a temperatura medida em Tj_qo.

3.6. CARACTERIZACAO DOS NANOMATERIAIS

A analise qualitativa da reducdo das amostras de grafeno foi acompanhada através da

anélise das bandas de absor¢do do nanomaterial por UV-vis, pois cada material apresenta um
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determinado espectro de absorcdo no ultravioleta visivel. Por sua vez, o grafeno reduzido
apresenta um maximo de absorcdo em torno de 270 nm, caracteristica que contribui para sua
identificacdo. O equipamento utilizado para esta analise foi UV-Visible Spectrophotometers
U-2900 (Hitachi) e cubeta de quartzo com 1 cm de caminho 6tico.

A estabilidade das dispersdes foi analisada atraves da medicdo de seu Potencial-Zeta,
equipamento Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern, Inglaterra). Esta propriedade fisica é exibida
por qualquer material finamente particulado em uma dispers&o e esta relacionada ao potencial
elétrico entre a superficie da particula e o liquido onde ela esta dispersa. Particulas que
apresentam altas cargas, positiva ou negativa, tendem a se repelir, enquanto outras com pouco
ou nenhuma carga se atraem, podendo ocorrer formacéo de aglomerados. Uma vez que o pH
da dispersédo influencia seu potencial-zeta, as amostras de RGO foram medidas em pH 7,0,
considerando sua possivel aplicacdo na terapia fototérmica contra células tumorais.

O DLS foi a técnica utilizada para determinar o tamanho das folhas de grafeno, ou
seja, seu perfil de distribuicdo de suas dimensdes, através do equipamento Zetasizer Nano-
ZS90 (Malvern, Inglaterra), com cinco contagens para cada amostra.

Espectros de Infravermelho médio (FTIR) foram realizados nas amostras a fim de
determinar quais grupos funcionais estavam presentes através da analise das bandas de
absorcdo presente. O aparelho utilizado nessa analise foi o Nicolet iS50 FT-IR Spectrometer
(Thermo Scientific, EUA) e as amostras foram preparadas pelo método casting, que usa
laminas de silicio ndo dopado.

Analise morfoldgica das amostras foi feita através da Microscopia de Forca Atémica
(AFM), utilizado o FlexAFM (Nanosurf, Suica) com isostage e gaiola de Faraday. As
amostras foram preparadas em mica, sendo o substrato imerso na solucdo diluida de grafeno,

por 2 minutos, seguido de enxague com agua ultrapura e seca em um dessecador a vVacuo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. OBTENCAO DO GO E REDUCAO DO RGO/GLU E RGO/LAC

Ao final da sintese do GO, obteve-se um material estavel na concentracio de 3,4 gL,

mostrado na Figura 4(a).

-

= -
2

©) (d)

Flgura 4 - Amostras dos materiais produzidos a) GO, b) RGO/GLU, c) RGO/LAC
e d) Grafeno Reduzido apenas com hidroxido de aménia (RGO/NH;).

J& a Figura 4 (b) e (c) representam o0 GO reduzido em meio contendo L-glutamina e a-
Lactose, respectivamente. Ambos 0s materiais apresentaram concentracdo de 0,2 gL™” e
concentragBes diluidas sdo recomendadas devido a agregacdo que o material poderia
apresentar em concentragdes superiores. Além disso, 0 RGO/GLU e RGO/LAC
apresentaram-se estaveis por pouco mais de um més, pois apos tal periodo de tempo,
observou-se a formacdo de agregados e a decantacdo do grafeno.

A fim de possuir um grafeno quimicamente reduzido para controle dos resultados de
fotohipertermia, uma amostra de GO foi reduzida apenas na presenca de hidroxido de amonia.

O material obtido também na concentracdo de 0,2 gL™ é mostrado na Figura 4(d).
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4.2. ESPECTROSCOPIA NO ULTRAVIOLETA VISIVEL

4.2.1. GRAFENO OXIDADO (GO) E GRAFENO REDUZIDO COM L-GLUTAMINA
(RGO/GLU)

A Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-vis) foi utilizada para analisar
qualitativamente o grau de reducéo do GO através do deslocamento de sua banda de absorgé&o.

Os resultados para 0 GO e RGO/GLU sdo mostrados na Figura 5.
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Figura 5 - Espectro UV-vis obtido para 0 GO e RGO/GLU.

No espectro do GO destaca-se um pico de absor¢do em torno do comprimento de onda
de 230 nm correspondente a presenca de ligagdes C=C fora do plano cristalino, devido a
presenca de ligacSes sp® que causa uma distor¢do na rede. J& em torno de 300 nm, observa-se
um leve aumento na absorbancia do material, evidéncia da presenca de duplas ligacGes entre
atomos de carbono e oxigénio, confirmando que a amostra sofreu 0 processo de oxidacdo
(HUANG et al., 2011; ZHOU et al., 2009). Ja no espectro UV-vis do RGO/GLU, nota-se um
pico de absor¢do em torno do comprimento de 270 nm. Isto ocorre pela presenca de ligagdes
C=C ao longo da rede cristalina. Ja a pequena absor¢cdo em torno de 300 nm observada no
espectro do GO néo € observada nitidamente no espectro do GQR, pois pode estar levemente
sobreposta a banda em 270 nm e, principalmente, devido ao fato de que ha poucas duplas
ligagOes entre atomos de carbono e oxigénio no material em virtude do processo de redugédo
da amostra (ZHU et al., 2010). Esse resultado indica, portanto, a real reducdo do grafeno

oxidado, originando 0 RGO.
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4.2.2. GRAFENO REDUZIDO COM a-LACTOSE (RGO/LAC)

Através do UV-vis, 0 grau de reducdo do grafeno com a-lactose foi analisado pela
espectroscopia UV-vis, mostrado na Figura 6.
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Figura 6 - Espectro UV-vis obtido para 0 GO e RGO/LAC.

Novamente, nota-se que o pico de absor¢do ocorre em 270 nm, valor relacionado a
presenca de ligacdes C=C na rede cristalina do material. A pequena absor¢cdo em torno de 300
nm observada para o GO aparece de uma maneira suave no espectro do RGO/LAC. Isto
ocorre pelo menor nidmero de ligacGes duplas entre os atomos de carbono e oxigénio,
comprovando a perda da maior parte dos grupos funcionais anteriormente ligados aos 4&tomos

de carbono fora do plano cristalino e, consequentemente, a reducdo da amostra.
4.3. ESPALHAMENTO DINAMICO DA LUZ E POTENCIAL ZETA
4.3.1. GRAFENO OXIDADO (GO)

Para determinar o tamanho das folhas de grafeno esfoliado foi utilizada a técnica de
DLS. A Figura 7(a) mostra a distribuicdo de tamanhos do GO apds sua sintese, apresentando
duas principais modas de seu tamanho, em torno de 80 nm e 108 nm. J& a Figura 7(b)
representa 0 material depois das 35 horas no ultrassom de ponta, como descrito anteriormente

no item 3.2. Pode-se notar o tamanho ja reduzido, sendo observadas também duas modas de
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seus tamanhos (em torno de 14 nm e 70 nm). Esta reducdo é muito significativa, pois afeta
positivamente a etapa da reducdo do GO e consequentemente, quanto menor o material
obtido, mais facilmente serd internalizado pelas células.

As barras de erro presentes na Figura 7 representam o desvio padréo das medidas.
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Figura 7 - Distribui¢do do tamanho das folhas do Grafeno Oxidado (a) apds sintese
(b) apds 35 horas no ultrassom de ponta.

Entretanto, nota-se que o desvio padrdo das medidas é maior do que seu valor médio.
Possivelmente, isto ocorreu pelo fato de que o aparelho usa a relagdo de Einstein-Stokes
durante suas medidas. Esta relacdo considera as particulas da dispersdo analisada como
esféricas, ndo sendo este o formato das folhas de grafeno. Além disso, algumas das folhas

podem ter formado aglomerados, que foram considerados como uma Unica particula de maior
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tamanho durante a analise. Em suma, o DLS se aproxima de uma analise mais semi-
qualitativa do que quantitativa.
Em relacdo ao Potencial Zeta para o GO, os resultados sao mostrados na Figura 8 e as

barras de erro representam o desvio padrdo das medidas.
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Figura 8 - Potencial Zeta para do grafeno oxidado ap6s sua sintese (GO 0h)
e apds 35 horas no ultrassom de ponta.

O potencial zeta € um fator importante ao caracterizar dispersées e fornece uma
medida da carga superficial associada as folhas de grafeno oxidado. Valores de potencial zeta
mais positivos que +30 mV e mais negativos que -30 mV sdo encontrados em dispersdes
estaveis devido a repulsdo eletrostatica (KONKENA; VASUDEVAN, 2012). Para o grafeno
oxidado, os valores sdo negativos devido a presenca de grupos funcionais eletronegativos,
como acidos carboxilicos. Assim, a amostra de GO que ndo sofreu acdo do ultrasonicador
formou uma dispersdo estavel nos valores de pH de 2 até 9, visto que todos os valores de
potencial zeta estdo abaixo do valor de -30 mV. Para a mostra de GO que sofreu sonicacao
por 35 horas, observou-se uma ligeira diminuicdo da sua distribuicdo de cargas e estes
resultados podem ser explicado pela desoxigenacdo do nanomaterial ao ser submetido por
longos periodos de tempo no ultrassom. Nos valores de pH 6 e 7, o valor do potencial zeta foi
de -28.42 mV e -26.86 mV, respectivamente.
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4.3.2. GRAFENO REDUZIDO COM L-GLUTAMINA (RGO/GLU)

O GO apresenta grande estabilidade em solucdes aquosas, devido a presenca de
grupos funcionais ligado as folhas deste nanomaterial, como —C-O-C, -COOH, e —OH. Ja o
grafeno reduzido perde grande quantidade desses grupos funcionais durante o processo de
reducdo, o que afeta sua estabilidade e contribui tanto para a formagéo de agregados como a
diminuicdo das caracteristicas bidimensionais deste material. A medi¢cdo do tamanho das
folhas de RGO/GLU foi feita ao longo de 10 dias, como mostra a Figura 9.
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Figura 9 - Distribuicdo do tamanho das folhas de RGO/GLU.

Nos trés cendrios analisados ndo houve grandes diferencas e a distribuicdo do
tamanho das particulas ocorreu por volta dos 200 nm. Isto mostra que ndo houve formagao de
agregados durante esse periodo, evidenciando a grande estabilidade do material produzido.

Outra andlise que deve ser feita € comparar a distribuicdo de tamanho do GO utilizado
na reducdo com a distribuicdo de tamanho do RGO/GLU. A Figura 7(b) mostra que o
tamanho médio das particulas de GO ap6s 35 horas no ultrassom é de 70 nm, o que equivale a

aproximadamente apenas 30% do tamanho do material reduzido. A diferenca entre o
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tamanhos das folhas de grafeno oxidado e reduzido pode ser explicada pela perda dos grupos
funcionais do GO durante o processo de reducdo e o consequente aumento de ligagcbes C=C
na rede cristalina, ocasionando a formacdo de agregados, uma vez que 0 GQR apresenta
estabilidade em agua inferior quando comparado ao GO.

J& o Potencial Zeta das amostras de RGO/GLU em pH 7,0 foi medido na temperatura
de 25°C a cada 5 dias, afim de verificar se as folhas de grafeno tendem a se agregar com o
tempo. A Figura 10 mostra a media e o desvio padrdo das cinco medidas feitas em cada um

dos dias em que foi realizado 0 acompanhamento da estabilidade do material.
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Figura 10 - Acompanhamento do Potencial Zeta para 0 RGO/GLU durante 20 dias.

De acordo com o resultado, o valor médio do potencial zeta ndo apresenta variacao
significativa com o passar dos dias, sendo de -5,7mV a diferenga entre os valores extremos.
Em relacdo a estabilidade do nanomaterial, analisando-se a média das 25 medidas de
Potencial Zeta encontra-se o valor de -30,6 mV, o que mostra a relativa estabilidade do

RGO/GLU em ph 7,0 durante o periodo analisado.
4.3.3. GRAFENO REDUZIDO COM a-LACTOSE (RGO/LAC)

O grafeno reduzido quimicamente junto as moléculas de a-Lactose foi caracterizado
pelas mesmas técnicas que as utilizadas para 0 GO e RGO/GLU. Em relagdo a analise por

DLS, o resultado € mostrado na Figura 11 e as barras de erro representam o desvio padrdo das

medidas.
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E possivel notar duas modas de tamanhos: a primeira em torno de 55 nm e a segunda
em 110 nm. Esses valores mostram que 0 RGO/LAC apresentou tamanho médio menor que 0
RGO/GLU, ou seja, houve uma menor agregacao das folhas do grafeno, tornando-se uma
alternativa mais interessante para ensaios e testes que necessitem de um material com
tamanho mais reduzido. Os elevados valores de desvios padrdes podem ser explicados como

feito para a Figura 7.
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Figura 11 - Distribuicao do tamanho das folhas de RGO/LAC.

Em seguida, foi realizada a caracterizacdo do Potencial Zeta para 0 RGO/LAC, através
de cinco medicdes feitas em pH 7,0 e temperatura de 25°C, que geraram uma média e erro das

medidas. Os resultados podem ser verificados pela Tabela 1.

Tabela 1- Potencial Zeta para 0 RGO/LAC.

Grafeno Quimicamente Reduzido com Lactose
Potencial Zeta [mV]

Medida 1 -229+0.1
Medida 2 -23.7+0.1
Medida 3 -24.6+0.1
Medida 4 -26.9+0.1
Medida 5 -325+0.1

Média -26.1+0.1

Esses valores representam a carga superficial das folhas de grafeno reduzido, os quais
estdo associados a estabilidade da dispersdo. Além de o material mostrar-se bem disperso, ao
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se comparar esses resultados com aqueles obtidos para o GO, percebe-se que 0 RGO/LAC
apresentou valor médio menos negativo que o grafeno oxidado, o que se era esperado, uma
vez que o GO é naturalmente mais estavel por apresentar maior nimero de grupos funcionais

ligados aos atomos de carbono em cada uma das folhas de grafeno.

4.4. ANALISE POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Imagens de GO antes e depois do ultrassom de ponta sdo mostradas na Figura 12.

(a)

(b)
Figura 12- Imagens obtidas pelo Microscépio de Forca Atémica. a) GO obtido
apos sintese. b) GO ap6s as 35 horas no ultrassom de ponta.

Uma reducéo significativa no tamanho das folhas de grafeno pode ser observada, fato

anteriormente confirmado pela analise por DLS dessa amostra.
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Andlise por AFM também foi feita para 0 RGO/GLU produzido, como mostra Figura
13(a).
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Figura 13 - a) Imagens obtidas pelo Microscépio de Forca Atdmica para 0 RGO/GLU e b)
Perfil de rugosidade de quatro regides da amostra na qual o eixo y mostra a
espessura do material.

As imagens obtidas confirmam a distribuicdo de tamanhos de particulas encontrada
pela analise por DLS, uma vez que a maioria das folhas de grafeno apresenta tamanho
compativel com os medidos por DLS. Além disso, o perfil de rugosidade medido em quatro
diferentes regides da Figura 13(b) mostra que as folhas de grafeno apresentam espessura entre
1 a2 nm, ou seja, elas ndo estdo sobrepostas ou empilhadas, 0 que mais uma vez evidencia o

baixo volume de agregados presentes no material.
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4.5. ESPECTRO DE INFRAVERMELHO MEDIO

45.1. GRAFENO OXIDADO (GO) E GRAFENO REDUZIDO COM L-GLUTAMINA
(RGO/GLU)

A determinacdo dos grupos funcionais presentes nas amostras de grafeno foi feita
usando FTIR como mostra o espectro da Figura 14.

—GO
— RGO/GLU

Transmitancia %

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
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Figura 14 - Espectro de FTIR para 0 GO e RGO/GLU.

Observa-se a existéncia de uma banda de grande intensidade em torno dos 3400 cm™,
a qual representa a existéncia de grupos hidroxilas (—OH); j& a banda em torno do valor de
1738 cm™ corresponde ao modo de estiramento da carbonila (C=0) dos grupos carboxilicos
(~COOH). Em 1622 cm™ existe uma banda de intensidade média, a qual esté relacionada com
a presenga de grupos aromaticos, ou seja, ela representa a ligacdo dupla entre atomos de
carbono (C=C). J4 a existéncia de uma banda em 1416 cm™ esté relacionada com a presenca
de grupos que contenham a ligagdo simples entre atomos de carbono e de oxigénio (O-H),
como 0s grupos éter e éster (ACIK et al., 2010). O dublete 1277 e 1233 cm™ e a banda em
828 cm™ correspondem ao grupo —C—O—C—. Ja em 1070 cm™ tem-se o estiramento do grupo
C-0. A presenca destes grupos explica a grande estabilidade deste material em solugdes
aquosas.

Em relacdo ao espectro obtido para o RGO/GLU, observa-se a existéncia de uma
banda de baixa intensidade em torno dos 3400 cm™, a qual evidencia que ainda existe, mesmo

que em menor quantidade, alguns grupos hidroxilas (~OH); j& em torno de 1600 cm™ existe
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uma banda de alta intensidade, a qual esta relacionada com o maior nimero de ligagdes
duplas entre atomos de carbono (C=C). O dublete 1108 e 1230 cm™ corresponde ao grupo —
C-O-C- o qual é extremamente dificil de ser removido devido a forte ligagdo simples entre
os dtomos de Carbono e Oxigénio. Por esta técnica ndo foi possivel verificar a presenca dos

grupos funcionais da GLU, necessitando o uso de técnicas mais precisas.
4.5.2. GRAFENO REDUZIDO COM a-LACTOSE

A analise por FTIR permitiu determinar os grupos funcionais presentes no RGO/LAC

produzido, e o espectro obtido é mostrado na Figura 15.
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Figura 15 - Espectro de FT-IR para o RGO/LAC e a-lactose.

Cada banda pode ser relacionada a um grupo funcional especifico, assim, como
explicado para 0 RGO/GLU, a banda de pequena intensidade perto dos 3400 cm™ mostra a
existéncia de uma baixissima quantidade de grupos hidroxilas (-OH), enquanto a banda
presente em torno de 1600 cm™ representa grande quantidade de ligagdes C=C. Uma vez que
o espectro da o-Lactose tambem estd representado na Figura 15, nota-se a existéncia de
bandas equivalentes tanto neste como no espectro do RGO/LAC. Assim, as bandas em torno
de 1100 cm™ e 2900 cm™ evidenciam a existéncia da molécula de lactose ligada ao grafeno
obtido.



4.6. AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FOTOTERMICAS DO GRAFENO

4.6.1. RGO/GLU EM AGUA
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As Figuras 16 (a), (b) e (c) mostram o aumento de temperatura das amostras de

RGO/GLU nas concentragdes de 5 mgL™?, 10 mgL™ e 15 mgL™ em funcéo do tempo. J4 a

Figura 16 (d), (e) e (f) representam o aumento percentual e a taxa de aquecimento, em

minutos, das mesmas concentracOes desse material.
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Figura 16 - Andlises para 0 RGO/GLU. Aumento de temperatura em relagdo a temperatura
ambiente para amostras (a) 5mg.L™ (b) 10 mg.L? (c) 15mg.L™. Taxa de
aquecimento e Porcentagem de aumento de temperatura para amostras (d) 5mg.L
'(e) 10 mg.L™ (f) 156mg.L ™.
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Para as amostras de RGO/LAC, a Figura 17 (a), (b) e (c) também mostram seu

aumento nas concentracdes de 5 mgL'l, 10 mgL'1 el5 mgL'1 em funcdo do tempo. Da mesma

forma, a Figura 17 (d), (e) e () representam 0 aumento percentual e a taxa de aquecimento,

em minutos, das mesmas concentragdes desse material.
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Figura 17 - Andlises para 0 RGO/LAC. Aumento de temperatura em relacdo a temperatura
ambiente para amostras (a) 5mg.L" (b) 10 mg.L™ (c) 15mg.L*. Taxa de
aquecimento e Porcentagem de aumento de temperatura para amostras (d) 5mg.L™*
(e) 10 mg.L™* (f) 15mg.L™.
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4.6.3. RGO/NH3; EM AGUA

A Figura 18 (a), (b) e (c), por sua vez, representam o aumento de temperatura das
amostras de RGO/ NHs nas concentracdes de 5 mgL™, 10 mgL™ e 15 mgL™ em funco do
tempo, enquanto a Figura 18 (d), (e) e (f) representam o aumento percentual e a taxa de

aquecimento, em minutos, para esse mesmo material nas concentracbes mencionadas.
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4.6.4. COMPARACAO ENTRE O RGO/GLU, RGO/LAC E RGO/NHj3

Para os graficos (a), (b) e (c) das Figuras 16, 17 e 18, o patamar inicial em zero
corresponde ao periodo que a temperatura da amostra foi registrada com o laser desligado. Ja
a curva em torno de 0°C corresponde a anélise feita utilizando-se apenas a 4gua na cubeta de
quartzo exposta ao laser. Este resultado comprova que tanto a 4gua como a cubeta ndo
respondem na regido do infravermelho préximo, ou seja, nao interferiram nos resultados para
o grafeno reduzido, sendo este 0 Unico responsavel por todo 0 aumento de temperatura nas
amostras analisadas. Além disso, a andlise dessas mesmas curvas mostra que quanto maior a
concentragdo de grafeno, maior o aumento de temperatura da amostra, sendo este
comportamento observado para os trés tipos de GQR.

Para analisar o efeito do grafeno reduzido na velocidade de aquecimento do sistema, a
sua taxa de aumento de temperatura, em °C.min, foi calculada com base no aumento
percentual de temperatura de cada amostra em relacdo a temperatura ambiente. As curvas (d),
(e) e (f) das Figuras 16, 17 e 18 mostram esses resultados para 0 RGO/GLU, RGO/LAC e
RGO/NHgs, respectivamente. O pico existente nas curvas de taxa (eixo y da direita)
corresponde ao exato momento em que o laser foi ligado e o grafeno iniciou seu aquecimento.

Ao se analisar tais curvas, percebe-se que as amostras dos trés tipos de GQR nas trés
concentracOes testadas apresentaram comportamentos semelhantes. Elas apresentaram taxas
de aquecimento entre 30 e 35 °C.min™* e 0o momento em que chegaram préximo a zero
representa 0 mesmo tempo que levaram para ter sua temperatura estabilizada durante o
experimento, ou seja, ndo aqueceram mais, mesmo quando ainda expostas ao laser. A Figura
19(a) mostra esses resultados.

As analises mostraram que o meio com grafeno teve sua temperatura aumentada
conforme maior é sua concentracdo quando exposto ao laser. Por outro lado, a anélise da taxa
de aguecimento mostrou que esta € praticamente independente da concentracdo de grafeno, o
que permite maior controle da temperatura do sistema, algo ideal para a aplicacdo em
fotohipertermia. Consequentemente, a definicdo da concentracdo de grafeno para aplicagéo
em terapias fototérmicas pode ser feita através do tempo disponivel para a analise. Ou seja,
para um mesmo aumento de temperatura, se 0 estudo requerer um menor tempo de exposicao,
sera necessario usar uma maior concentragdo de GQR. A Figura 19(b) mostra o tempo que foi
necessario para que cada uma das amostras atingissem cerca de 6°C acima da temperatura

ambiente.
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Figura 19 - a) Tempo necessario para equilibrio da temperatura das amostras.
b) Tempo necessario para aumentar em 6°C a temperatura das
amostras.

Se cada uma das concentragOes for analisada separadamente, nota-se certa variagao
entre as amostras de grafeno reduzido. Este fato pode ser explicado por desvios experimentais
inerentes ao aparelho e a técnica de medicdo. No entanto, os resultados mostraram que €
possivel obter um aumento de 6°C para qualquer uma das amostras, em qualquer
concentracdo, podendo ser feita a escolha de acordo com o tempo necessario ou requerido na
aplicacdo. Para a técnica de fotohipertermia estudada neste trabalho, um aumento de 6°C
elevaria a temperatura do corpo humano de 37°C para 43°C, que ja seria suficiente para

iniciar a desnaturacdo das proteinas e afetaria a dindmica celular da regido atingida pelo calor.
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Temperaturas maiores que essas podem ocasionar a inativacdo celular de longa duracéo e,
consequentemente, danos irreversiveis para o corpo como a desnaturacdo do DNA e severa
desnaturacdo das proteinas (JAQUE et al., 2014), mostrando a relevancia do controle de

temperatura.
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5.  CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel obter um grafite oxidado (GO) com folhas de pequeno
tamanho e que se manteve estavel tanto em meios acidos, neutros e alcalinos. Este fato foi
verificado analisando o resultado de todas as técnicas de caracterizacdo utilizadas para
conhecer e entender melhor as caracteristicas do grafeno oxidado. Além disso, os dois tipos
de grafeno reduzidos também apresentaram folhas de pequeno tamanho e se mostraram
estaveis por pouco mais de um més. Sabe-se que durante o processo de reducdo, o grafeno
perde parte dos seus grupos funcionais, o que o faz naturalmente mais instavel e contribui
para a formacéo de agregados. No entanto, a utilizacdo das moléculas de glutamina e lactose
durante a reacdo de reducdo pode ter contribuido para a obtencdo de um produto mais estavel
que o usual.

As suspens0es de grafeno reduzido com glutamina (RGO/GLU) e de grafeno reduzido
com lactose (RGO/LAC) se mostraram estaveis em pH neutro, fato importante pois ao
idealizar uma situacdo na qual o grafeno seria utilizado para o tratamento de tumores solidos,
para atingir seu alvo este nanomaterial circularia pelas veias e artérias através do sangue, que
também possui pH 7,0. Entretanto, seriam necessarias mais analises e estudos sobre a hipotese
de que as folhas de grafeno estabilizadas com moléculas organicas seriam mais facilmente
internalizadas nas células.

O grafeno quimicamente reduzido (GQR) obtido tem grande potencial para aplicacdes
em terapias de fotohipertermia, uma vez que todos os resultados mostraram um consideravel
aumento de temperatura, que ocorreu de forma diretamente proporcional a sua concentragéo.
Ja a taxa de aquecimento calculada para as amostras se mostrou praticamente independente da
concentracdo de grafeno, permitindo maior controle sobre a temperatura do sistema analisado.

O estudo contribuiu para o conhecimento que se tem em relacdo ao grafeno e suas
possiveis aplicagdes na nanomedicina. No entanto, mesmo existindo na literatura trabalhos
relacionados a toxicidade do grafeno e a sua eficiéncia em terapias contra células tumorais, as
informagdes existentes ainda ndo sdo suficientes para conclusdo da eficiéncia deste
nanomaterial, sendo necessario mais estudos relacionados a sua toxicidade e danos a médio e
longo prazo para o corpo humano, bem como formas de garantir o aumento de temperatura

localizado.
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