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RESUMO

O presente trabalho possui como principal diretriz o desenvolvimento de um estudo
sistematico, robusto e aprofundado dos nanomateriais 2D da familia do grafeno (6xido de
grafeno-GO, GO funcionalizado com acido cloroacético - GO-COOH, fluorografeno
sintetizado a partir do GO-COOH - FG1, e o fluorografeno sintetizado diretamente do GO -
FG2. O GO foi sintetizado pelo método de Hummers modificado, sendo posteriormente
funcionalizado covalentemente com acido cloroacético obtendo o GO-COOH. O GO-COOH
foi fluoro-funcionalizado através da reacdo de Hunsdiecker para a obtengao do fluorografeno
(FG1). Considerando praticas mais ecoldgica e economicamente amigaveis, uma nova rota
sintética foi proposta para fluoro-funcionalizagdo através da reagdo de Hunsdiecker a partir do
GO (FG2), eliminando-se assim uma etapa no procedimento. Visando confirmar a sintese
destes nanomateriais e identificar as altera¢des fisico-quimicas sofridas, os mesmos foram
investigados através das técnicas de FTIR, Raman, DRX, TGA, UV-Vis, MEV, TEM, AFM e
RMN do estado sélido de *C e '"F. As nanobiointeragdes destes nanomateriais foram
mensuradas através de estudos da sua exposicao a proteinas do plasma humano (avaliagdo da
formagdo da protein corona) e hemacias (ensaios hemoliticos), sendo este ultimo, utilizado
para estimar a toxicidade e biocompatibilidade. Observou-se que o processo de liofilizacdo do
GO O GO liofilizado (GO-LP) diminuiu a concentragdo dos grupos de oxigé€nio em sua
superficie e produziu uma macroestrutura 3D porosa no estado solido. Por outro lado, a
secagem a vacuo do GO a temperatura ambiente (GO-VD) produziu um nanomaterial com
uma macroestrutura no estado sélido similar a um filme com maior grau de grupos funcionais
oxigenados do que o0 GO-LP. O GO-VD apresentou propriedades fisico-quimicas similares ao
GO-Disp e o GO-LP propriedades mais distintas, tais como, grau de oxigenacao e cor. Além
disso, 0 GO-LP adsorveu uma menor quantidade de proteinas e apresentou um menor efeito
hemolitico (menor nanotoxicidade) quando comparado ao GO-VD e GO-Disp. Tais resultados
impactam diretamente nas aplicagdes biomédicas destes nanomateriais de forma segura. Além
disso, o novo procedimento para fluoro-funcionalizagdo através da reacdo de Hunsdiecker a
partir do GO (FG2), eliminando assim uma etapa no procedimento, se mostrou eficiente. Tal
funcionalizacdo alterou as propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais obtidos em relacdo
ao GO de origem, sugerindo o sucesso na sua fluorofuncionalizagdo. O presente projeto esta
sendo desenvolvido utilizando conceitos da Quimica de Materiais, Nanotecnologia e

Nanotoxicologia.



ABSTRACT

The main guideline of the present work is the development of a systematic, robust and in-depth
study of 2D nanomaterials of the graphene family (graphene oxide-GO, GO functionalized with
chloroacetic acid - GO-COOH, fluorographene synthesized from GO-COOH - FGI1, and
fluorographene synthesized directly from GO - FG2. GO was synthesized by the modified
Hummers method, being later functionalized covalently with chloroacetic acid, obtaining GO-
COOH. GO-COOH was fluorofunctionalized through the Hunsdiecker reaction to obtain
fluorographene (FG1). Considering more ecologically and economically friendly practices, a
new synthetic route was proposed for fluorofunctionalization through the Hunsdiecker reaction
from GO (FG2), thus eliminating a step in the procedure. Aiming to confirm the synthesis of
these nanomaterials and identify the physicochemical changes suffered, they were investigated
using the techniques of FTIR, Raman, DRX, TGA, UV-Vis, SEM, TEM, AFM, and 13C and
19F solid-state NMR. The nanobiointeractions of these nanomaterials were measured through
studies of their exposure to human plasma proteins (evaluation of protein corona formation)
and red blood cells (hemolytic assays), the latter being used to estimate toxicity and
biocompatibility. It was observed that the lyophilization process of the lyophilized GO O GO
(GO-LP) decreased the concentration of oxygen groups on its surface and produced a porous
3D macrostructure in the solid-state. On the other hand, vacuum drying of GO at room
temperature (GO-VD) produced a nanomaterial with a solid-state macrostructure similar to a
film with a higher degree of oxygenated functional groups than GO-LP. The GO-VD showed
physicochemical properties like the GO-Disp. and the GO-LP more distinct properties, such as
degree of oxygenation and color. Furthermore, GO-LP adsorbed a smaller amount of proteins
and showed a lower hemolytic effect (less nanotoxicity) when compared to GO-VD and GO-
Disp. Such results directly impact the biomedical applications of these nanomaterials in a safe
way. In addition, the new procedure for fluorofunctionalization through the Hunsdiecker
reaction from GO (FG2), thus eliminating a step in the procedure, proved to be efficient. Such
functionalization changed the physicochemical properties of the obtained nanomaterials in
relation to the original GO, suggesting the success in its fluorofunctionalization. This project is
being developed using concepts from Materials Chemistry, Nanotechnology, and

Nanotoxicology.
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1. Introducao

Os nanomateriais 2D a base de carbono da familia do grafeno (grafeno e derivados)
estdo em notdvel evidéncia em meio aos nanomateriais mais estudados pela comunidade
académica, cientifica e tecnoldgica. Estes nanomateriais carbondceos possuem uma estrutura
bidimensional (2D) composta por uma rede de anéis benzénicos (atomos de carbono
hibridizados sp?) condensados dispostos em uma estrutura similar a de um "favo de mel",
possuindo espessura de um unico dtomo de carbono.!™ Os orbitais “p” ndo hibridizados dos
atomos de atomos de carbono e orientados perpendicularmente as nanofolhas de grafeno,
possuem energia e simetria favoraveis para interagirem uns com os outros, formando uma banda
n e proporcionando um cariter aromdtico ao grafeno.’ Vale a pena destacar o fato deste
nanomaterial ser abundante na crosta terrestre, pois as nanofolhas de grafeno empilhadas
naturalmente, formam o mineral grafite.

Em virtude de suas propriedades fisico-quimicas e nanoestrutura unicas, este
alotropo do carbono apresenta uma grande area superficial associado a relevantes propriedades
opticas e mecanicas, alta condutividade térmica e elétrica, elevado efeito Hall na temperatura
ambiente, dentre outras.® Estas propriedades fisico-quimicas conferem a este nanomaterial
uma posi¢do de protagonista em meio as plataformas de estudos baseados em materiais
nanoestruturados, com possiveis aplicacdes em diversos nanossistemas tais como, em sensores,
dispositivos fotovoltaicos, sistemas de entrega de farmacos (Drug-delivery), nanocompositos
poliméricos, transistores de efeito de campo, etc.>!1012

Em contrapartida, a aplicagdo do grafeno de forma pratica possui algumas das
desafiadoras limitacdes a serem previamente solucionadas pela comunidade cientifica para
aplicagdes tais como, band gap igual a zero e falta de ordem magnética de longo alcance'®.
Adicionalmente, a elevada hidrofobicidade inviabiliza a aplicacdo destes nanomateriais em
sistemas biologicos, em que a hidrofilicidade e a estabilidade coloidal sdo parametros
extremamente importante.>'%1? A alteracio da estrutura basal do grafeno através de
funcionalizagdes covalentes ou nao surgem como uma estratégia promissora para contornar tais
limitagdes. A funcionalizacdo covalente possibilitou o surgimento de uma grande variedade de
derivados do grafeno (familia do grafeno)!*'® e, dentre todos estes derivados, é possivel
destacar o o6xido de grafeno'! e fluorografeno devido as propriedades fisico-quimicas e
possiveis aplicagdes em tais como lubrificantes, nanocompositos, baterias, eletrocatalisadores

para evolugdo de hidrogénio.!> '8
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Tahereh et al. abordaram a capacidade dos nanomateriais de nanomateriais da familia
do grafeno no contexto de inativagdo do virus causador da COVID-19. Os mecanismos de
inativacdo podem estar relacionados com as interagdes eletrostaticas entre o virus € os
nanomateriais. Logo, tal fenomeno pode ser potencializado a partir de funcionalizagdes
covalentes ou ndo, que potencializem a interagdo com o virus, aumentando a eficiéncia de

inativagdo viral."

1.1 Funcionalizacio covalente do grafeno para a sintese do 6xido de grafeno

O grafite ¢ um mineral de ocorréncia natural abundante na natureza composto por
nanofolhas de grafeno empilhadas tridimensionalmente e, por estas nanofolhas interagirem
entre si por for¢as de van der Waals, deste modo, pode ser classificado com um mineral de van
der Waals.?® Estes tipos de minerais podem ser submetidos a um processo de esfoliacdo para a
obtencdo de materiais 2D, processo este, que tem despertado um nivel de interesse sem
precedentes na comunidade académica, cientifica e tecnolégica.?’ Logo, o grafite pode ser
esfoliado para isolar as nanofolhas de grafeno, sendo este um dos processos mais utilizado
atualmente.?’

Existem diversos procedimentos na literatura para a esfoliagdo do grafite, no entanto, a
esfoliacdo quimica deste material a partir de processos oxidativos ¢ amplamente utilizado. Ao
inserir grupamentos oxigenados na estrutura do grafeno altera-se significativamente suas
propriedades fisico-quimicas e obtém-se um de seus derivados denominado de 6xido de grafeno
(GO). O GO sintetizado a partir do método Hummer’s*""*? se dispersa em meio aquoso,
formando dispersdes coloidais estaveis devido a formagdo de ligagdes de hidrogénio com as
moléculas de dgua a partir dos grupos oxigenados presentes em sua estrutura, o que confere a
este nanomaterial uma relevante hidrofilicidade. 223

O GO possui em sua estrutura bidimensional uma regido semelhante a do grafeno com
predominancia de carbonos dispostos em anéis benzénicos condensados, com hibridizagdo sp?,
e outra regidio com carbono hibridizados sp’, além de apresentar grupos funcionais oxigenados
tais como, cetona, aldeido, 4cido carboxilico, lactol, epdxidos, dentre outros. Ou seja, este
nanomaterial possui um comportamento anfifilico proveniente de uma regido hidrofébica
(similar a do grafeno), que confere ao nanomaterial uma alta capacidade de imobilizacdo de
moléculas orginicas, corantes e biomoléculas®*, e uma hidrofilica (regiio com grupos
oxigenados).??’

Essa caracteristica possibilita a atuagdo do GO como surfactante?, adsorvendo em sua

26,27

superficie moléculas hidrofobicas ou extraindo-as em solventes polares™<’, sondas em
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imageamento celular, biossensores, bactericida, terapia fototérmica, etc.2®3* Vale destacar que
a repulsdo eletrostatica dos grupamentos carboxila desprotonados (R-COQO") presentes nas
extremidades das nanofolhas de GO possuem um papel crucial na estabilidade coloidal destes
nanomateriais em meio aquoso, sendo sensiveis a alteragdes do pH do meio.*

No entanto, diversos estudos relatados na literatura mostraram que as propriedades
fisico-quimicas do GO sao sensiveis e sofrem grandes alteragdes a depender do métodos de

36,37

sintese utilizado’*”’, ao tempo de sonicagdo utilizado para auxiliar na esfoliagao das nanofolhas

38,39 40,41

e/ou redispersdao em solventes ™", a presenca de impurezas que podem se apresentar na

4244 ¢ a0s procedimentos de secagem*>*. Vale ressaltar que o procedimento

forma de debris
utilizado para secar dispersdes coloidais ¢ uma etapa critica nos processos de sintese de

materiais inorganicos.

1.2  Influéncia dos procedimentos de secagem nas propriedades de materiais
Os processos de secagem que sdo amplamente adotados para secar as dispersdes

coloidais de GO e, seus impactos nas propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais secos sao
negligenciados. No entanto, os processos de secagem de dispersoes coloidais ¢ uma etapa
extremamente critica no que tange a sintese de materiais.*’ Dentre os diversos sistemas, é
possivel destacar o processo de sintese sol-gel, em que, os nanomateriais obtidos sdo
classificados a partir do procedimento de secagem adotado (Figura 1). A partir da figura ¢
possivel observar que o processo de evaporacdo produz um material (xerogel) mais denso e
com as particulas distribuidas de forma mais organizadas quando comparado com o material
seco a partir da liofilizacdo (criogel) em que se observa um material mais poroso.*’>°

Nathalie et al. seu trabalho demonstraram que o carvao ativado secos a partir da
evaporacgdo (xerogel), liofilizagdo (criogel) e secagem super critica (aerogel) demonstraram
que, estes procedimentos de secagem deram origem a materiais com caracteristicas de
porosidades distintas (textura superficial, volume de poro, dentre outras).’! Zhang et al.
mostraram que o processo de secagem (liofilizacdo ou secagem a vacuo a 60 °C) influenciou a
morfologia, estrutura e capacidade eletrocatalitica do GO.*> Em um outro trabalho, Platero et
al. relataram o impacto do processo de secagem nas propriedades fisico-quimicas, mecanicas e
no desempenho adsortivo de nanocompoésitos a base de GO.*

Logo, ¢ de extrema importancia a realizacao de estudos focados em compreender
em riqueza de destalhes o real impacto das etapas envolvidas no procedimento de sinese, com
destaque para os processos de secagem que sdo amplamente utilizados e seus impactos sobre

as propriedades fisico-quimicas negligenciados. Além disso, estudos voltados para um melhor
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entendimento da influéncia destes processos nas nanobiointeragdes, toxicidade e

biocompatibilidade deste nanomaterial s3o pouco explorados e/ou inexistentes.
Filme Denso
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Figura 1. Fluxograma das etapas envolvidas no processo de sol-gel e os produtos obtidos a

partir dos procedimentos de secagem. Adaptado*’~°

Compreender de forma aprofundada as relacdes entre as propriedades fisico-quimicas
do GO e os efeitos adversos a satde humana e ao meio ambiente sdo extremamente importantes
para viabilizar o desenvolvimento de aplicacdes cientificas e tecnologicas seguras e
ambientalmente amigéaveis. Diversos grupos desenvolveram estudos para identificar tais
relagdes, mas seus resultados sdo insuficientes para o total entendimento desta plataforma
extremamente promissora e versatil frente a aplicagdes nos mais diversos campos que sao os
nanomateriais a base de GO.2*°2¢ O GO possui um grande potencial de aplicacdes biomédicas,
incluindo sistemas de encapsulamento e distribuicdo controlada e direcionada de farmacos,
como componente de biossensores, na transfeccao de genes, imageamento celular, entre

0utras.28’30 ,57-63



21

Na grande maioria dessas aplicacdes, a administragdo intravenosa de GO ¢ uma das
alternativas necessarias. Em contra partida, ndo ha conhecimentos suficientes para o total
entendimento da a natureza das nanobiointeracdoes deste nanomaterial com os biossistemas
presentes no sangue, bem como uma possivel nanotoxicidade e efeitos adversos a saude
humana.?*323% Além disso, o entendimento real da interacdo nanomaterial-biomolécula é
fundamental para viabilizar o desenvolvimento seguro dos campos da nanotecnologia e
biotecnologia, areas tecnologicas que ocupam cada vez mais espago na civilizagdo moderna.

Um método comumente utilizado para avaliar a toxicidade do GO e derivados a
partir dos danos causados aos globulos vermelhos ¢ denominado de ensaios hemoliticos.®*
Além disso, o GO interage com as proteinas plasmaticas, levando a formagdo de um

69-71

revestimento proteico comumente designado por protein corona® ", detalhados um pouco

melhor a seguir.

1.3 Interacio do 6xido de grano (GO) com biossistemas
1.3.1 Intera¢do do GO com globulos vermelhos do sangue — Ensaios hemoliticos

Os ensaios hemoliticos de nanomateriais fornecem informagdes fundamentais
frente aos possiveis danos que estes nanomateriais podem causar partir das interagdes com
membrana celular e possivel rompimento das hemacias (Figura 2) ao serem aplicados
intravenosamente.®*~% Compreender o potencial citoxicidade dos nanomateriais a base de GO
¢ uma etapa importante, pois fornecem informacdes iniciais frente a sua biocompatibilidade,
possibilitando aplicacdes seguras ao minimizar os riscos a saide humana. Vale a pena destacar
que, os danos aos globulos vermelhos podem levar a anemia e a outras condigdes

potencialmente fatais.®+ %7273
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Figura 2. Representagdo esquematica de ensaio hemolitico. GO interagindo (A) e possivel

rompimento da membrana celular das hemacias - efeito hemolitico (B).

O efeito hemolitico relativamente alto do GO estd intimamente ligado a suas
propriedades fisico-quimicas semelhantes ao de um surfactante com uma regido hidrofobica
composta por carbonos hibridizados sp? dispostos em estruturas poliaromaticas ndo oxidadas e,
uma regido hidrofilica onde € possivel observar a presenca dos grupos oxigenados que no pH
sanguineo apresenta as carboxilas desprotonadas. Essa estrutura do GO pode levar a fortes
interagdes eletrostaticas ou hidrofobicas com a bicamada lipidica.’”-’*” Deste modo, podemos
concluir que a biocompatibilidade do GO esta relacionada com a distribui¢do de tamanho das
nanofolhas, quimica de superficie, defeitos estruturais. Por outro lado, funcionalizag¢des
covalentes ou ndo podem levar a redugdes do efeito hemolitico do GO, aumentando em
sobremaneira sua biocompatibilidade.®”-"+7

Xie et al.”® desenvolveram um nanocarreador promissor para atuar em tratamentos
quimioterapicos para cancer a base de membrana de células vermelhas sanguineas de
camundongos adsorvidas na superficie de GO com niveis relevantes de biocompatibilidade,
apresentando um efeito hemoliticos extremamente baixo (< 5%).”° Adicionalmente, o trabalho

relata que apds a administragdo do nanocarreador com cloridrato de doxorrubicina na veia da
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cauda do camundongo apresentou toxicidade sistémica reduzida e acumulou-se em grande
quantidade no local do tumor, sugerindo que este nanocarreador pode ser aplicado em sistemas
de entrega direcionada de firmacos.”® Adicionalmente, a adi¢io um revestimento de proteinas
na superficie do GO, pode reduzir em sobremaneira a sua toxicidade e, consequentemente,
aumentar sua biocompatibilidade.*”!"" De fato, a capa formada pelas proteinas GO confere ao
mesmo uma nova identidade biolégica que impulsiona mais nanobiointeragdes, impactando

diretamente em sua toxicidade e biocompatibilidade.”!-’87

1.3.2 Interag¢do do GO com proteinas plasmaticas do sangue — Formaciao da protein
corona

As proteinas sao uma das classes de biomoléculas importantes e, elucidar a suas
nanobiointeragdes com os nanossistemas ¢ fundamental para viabilizar a aplicagdes da
nanotecnologia nos mais diversos campos cientificos e tecnologicos. Nesse sentido, a protein
corona ¢ um conceito central em nanobiociéncias, € consiste na adsor¢cdo espontanea de
proteinas na superficie de nanomateriais apdés o contato com meios biologicos. Este
revestimento molecular confere ao nanomaterial uma nova identidade biologica por alterar sua
superficie quimica modulando suas propriedades fisico-quimicas e efeitos biologicos. Como
resultado, a formagdo da corona da proteina influencia criticamente os impactos na absor¢ao,
biodistribuigdo, toxicidade e destino de nanomateriais em organismos e no meio ambiente.3%8!

Conforme mencionado acima, o GO apresenta nanofolhas bidimensionais com
grande area superficial especifica e com caracteristicas anfifilicas, uma regido hidrofébica e
uma hidrofilica, funcionando como uma base favoravel para o empilhamento de proteinas. Tais
caracteristicas justificam a forma¢do da corona proteica a partir de interacdo hidrofobicas,
eletrostatica e interagdes m-m entre o nanomaterial e as proteinas. Quando as proteinas interagem
fortemente com a superficie do GO essa corona proteina ¢ denominada de hard corona e quando
interagem fracamente de soft corona. Mesmo existindo um nimero consideravel de trabalhos
na literatura, o completo entendimento sobre o dindmico mecanismo da nanobiointeragdes na
interface nanomaterial-proteina durante a adsor¢do e dessor¢do ainda ndo ¢ elucidado,

representado esquematicamente na Figura 3.70-80:82
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Interaciio do GO
com a Proteinas

Dxido de Grafeno (GO)

Plasma Proteico GO com revestimento
proteico

K, Adsor¢io de Proteinas

K, Dessorciio de Proteinas

GO Proteinas GO com revestimento
proteico

Figura 3. Representacio do GO sendo adicionado ao plasma proteico (A), interagindo e
adsorvendo proteinas em sua superficie (formacao da protein corona) (B) e equilibrio dindmico

de adsor¢do e dessorcdo de proteinas na superficie do GO (C). Adaptado’®-80-82

Conforme acima mencionado, estudos detalhados e sistematicos focados no
entendimento dos diversos fendmenos fisico-quimicos envolvidos no processo de formagao
corona sdo extremamente importantes, pois a composicao e a orientagao espacial da bio-corona
sdo fortemente influenciadas pelas propriedades fisico-quimicas das nanofolhas de GO, tais
como tamanho, quimica de superficie, grau de oxigenagdo, entre outros. Além disso, ¢
necessario levar em consideracdo as possiveis variacdes conformacionais que as proteinas
podem apresentar,’%-81:82

Apos a formacao da corona o GO altera drasticamente as suas propriedades fisico-
quimicas e afetam diretamente a interacdo entre suas respectivas nanofolhas e suas
nanobiointeragdes com sistemas bioldgicos, afetando diretamente sua biodistribuicdo e

biosseguranca.®® Palmieri et al.** mostrou em seu trabalho que a corona proteica suprimiu

completamente os danos causados pelos nanomateriais as células vermelhas do sague. Estes
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resultados pavimentam um campo de aplicagdes de nanomateriais a base de 6xido de grafeno
. . 82,70
em sistemas intravenosos.
O GO ¢ um substrato extremamente versatil, com propriedades fisico-quimicas
unicas, grande area superficial e, além disso, podem ser obtidos diversos nanocompdsitos a
partir de funcionalizagdes (covalentes ou ndo0).>’ Dentre uma infinidade de possiveis
funcionalizacdes covalentes relatadas na literatura, a adi¢ao de 4&tomos de fluor, dando origem

ao nanomaterial denominado de fluorografeno (FG), surge como uma promissora alternativa.'>

18,86,87

1.4  Funcionalizagao covalente do 6xido de grafeno para a sintese do fluoro grafeno

O fluor € um 4tomo que possui uma eletronegatividade relativamente superior em
relacdo a dos atomos de carbono, logo, a ligagdo covalente formada entre esses dois atomos
(ligacao C-F) sera fortemente polarizada e com a densidade eletronica centrada nos 4tomos de
flior. Este fenomeno forma uma blindagem negativa entre as nanofolhas que reduz a
aglomeracdo deste nanomateriais.®® Adicionalmente, destaca-se o aumento da hidrofobicidade,
alta condutividade térmica, aumento da estabilidade térmica, energia na faixa de micro-ondas,
entre outras.3*%

A inser¢ao de atomos de flaor na estrutura basal do GO altera fortemente suas
propriedades eletronicas exemplo da transferéncia rapida de heterogenia de elétrons rapida e
abertura de band gap.'"¥" Tais alteragdes proporcionaram ao FG a capacidade de produgio de
transistores mais eficientes que os produzidos utilizando GO ou silicio®®, melhora as
propriedades Opticas e de transporte de elétrons em relagdo ao grafeno e eleva a deteccao
eletroquimica de biomarcadores (4cido trico, 4cido ascorbico e dopamina).!”

Além de ser um excelente nanomaterial para a producdo de fototransistores

organicos fluoro”! %

, 0 fluorografeno também pode ser aplicado em sistemas eletroquimicos
para producao de hidrogénio e para reducao de oxigénio, especialmente quando depositado
sobre a superficie de carbono vitreo, como um dos componentes de nanocompoésitos para
nanossistemas com alta resisténcia a corrosio,”® em eletrodos com de alto desempenho®’, entre
outras possiveis aplicacdes nos mais diversos campos cientificos e tecnologicos. Chee et al.,
em seu trabalho, constatou que o aumento do grau de atomos de flior no grafeno proporcionou
uma melhoria no sistema de deteccio e nas propriedades eletroquimicas em geral.!”

Razaghi et al. desenvolveram em seu trabalho um nanocarreador a base de FGO
como transportador do conjugado 4cido linoleico-curcumina para o tratamento de cancer. Este

nanossistema apresentou uma alta capacidade de carreamento dos conjugados e baixa
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citotoxicidade. Além disso, este nanossistema apresentou propriedades interessantes em
aplicagdes em diagnosticos por ressonancia magnética in vitro, sendo considerado um agente
de contraste negativo com resultados satisfatorios

O FG ¢ usualmente sintetizado utilizando o método de esfoliacao quimica do grafite
fluoretados a partir de métodos ultrassonicos e hidrotérmicos que utilizam gas fluor (F2), acido
fluoridrico (HF), eterato de trifluoreto de Boro (BF3), trifluoreto de dietilaminoenxofre (DAST)
e acido hexafluorofosforico (HPF6) como agente de fluoretagdao e com plasma utilizando o CFy4,
SFs e F2. Vale a pena destacar que estes procedimentos de sintese utilizam reagentes toxicos,
corrosivos, solventes organicos e elevadas temperaturas no caso dos métodos que utilizam o
plasma. 3899698 Por outro lado, Xing et al. '® mostraram em seu trabalho um procedimento de
sintese para a funcionalizacdo covalente do GO com 4atomos de fltior a partir da reacdo de
Hunsdiecker em meio aquoso, em atmosfera de nitrogénio e a temperaturas relativamente
brandas (90 °C).'8

Este procedimento de sintese de sintese proposto por Xing et al.!® Este
procedimento de sintese de sintese proposto por Xing et al. surge como uma nova de promissora
alternativa de funcionalizagdo covalente do GO com atomos de fluor, através de uma
abordagem sintética mais limpa. Pois, ndo utiliza solventes organico, reagentes altamente
toxicos, gera menos residuo quimico e necessita gasto energético inferior aos outros
procedimentos abordados acima, fornecendo mais seguranca a satide humana e ao meio
ambiente.'® Logo, é possivel efetuar um planejamento para a concepgdo sistematica de GOs
fluorados condizente com os objetivos internacionais de desenvolvimento sustentavel® 1% de
novas tecnologias baseadas na quimica verde.!*>"'%* Anastas e Warner conceituaram a quimica
verde como sendo ““a utilizacdo de um conjunto de principios que reduz ou elimina o uso de
geragdo de substancias perigosas no projeto de fabricacio e aplicagdo de produtos quimicos.!%?

O FG ¢ um nanomaterial novo e com algumas propriedades fisico-quimicas pouco
elucidadas na literatura. Adicionalmente, poucos estudos foram realizados frente ao impacto da
insercao de fluor na estrutura do GO, bem como sua influéncia em nanobiointeracdes, o que
abre excelentes oportunidades de novos desenvolvimentos.

Frente as nanobiointeracdes, a hidrofilicidade de um nanomaterial ¢ um parametro
extremamente importante,>® o que coloca o 6xido de grafeno em posi¢io de destaque frente aos
demais nanomateriais a base de carbono.?® Em contrapartida, estudos que abordam a toxicidade
do GO e seus derivados sdo de certa forma contraditorios®? e, ainda, insuficientes para um total
entendimento. Tal situacdo pavimenta excelentes oportunidades de realizacdo de relevantes

trabalhos de pesquisas inovadores inter e transdisciplinares, alinhados com tecnologias verdes
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e sustentdveis com um pensamento critico e sistémicos, abordando desde a quimica de materiais

até aspectos emergentes da nanotecnologia e nanotoxicologia.

2. Objetivos e Justificativas

o presente trabalho se prop0s a realizar um estudo sistematico, detalhado e profundo
da influéncia de diferentes métodos de sintese e modificagdes covalente nas propriedades fisico-
quimica do GO e seus derivados. Inseridos neste contexto e conectados com o que ha de mais
recente na literatura (estado da arte), a avaliagdo dos impactos causados por diferentes
procedimentos de secagem (liofilizacdo e secagem a vacuo) nas propriedades desses materiais
e o efeito na formacao da protein corona e sua toxicidade foram abordados, utilizando-se plasma
humano e ensaios hemoliticos, respectivamente

Adicionalmente, o presente trabalho se propos a desenvolver um novo
procedimento sintético de inser¢ao de atomos de flior na estrutura do 6xido de grafeno pautada
em um procedimento de sintese mais limpo e conecto com os principios da quimica verde:
reduzindo etapas, custos e residuos gerados, em comparagdo a trabalhos descritos previamente
na literatura. Ademais, é também proposta uma detalhada e integrada avaliagdo das diferencas
de propriedades fisico-quimicas dos 6xidos de grafeno fluorofuncionalizados por diferentes

procedimentos de sintese, propondo os mecanismos envolvidos em tais funcionalizagdes.

3. Materiais e Métodos
3.1  Reagentes

Os materiais, acido cloroacético (CICH2COOH, > 99,0%, Lote SHBF7326V),
Selecfluor (C7H14B2ClF9N2, > 95%, Lote MKBV4755V), persulfato de potéssio (K2S20s,
99,0%, lote MKBF0060V), pentoxido de fosforo (P20s, 98%, lote BCBB2170), nitrato de
prata (AgNOs3, 99%) e tampao fosfato salino (PBS, lote 75150661B) foram obtidos da Sigma-
Aldrich. O p6 de grafite natural (98,0%, lote 114868), pelletes de hidréxido de sodio (NaOH,
> 97%, lote 167249), 4cido cloridrico (HCI, 36,5-38,0%, lote 222401), permanganato de
potassio (KMnOs, 99,0%, lote 141804), peroxido de hidrogénio (H202, 30,0%, 107055) e
acido sulfurico (H2SO4, 95,0-98,0%, lote 219367) foram adquiridos da Synth (Brasil). A agua

deionizada foi obtida através um sistema de purificacdo Synergy®UV Merck Milipore.

3.2 Sintese do Oxido de Grafeno
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A sintese do o¢xido de grafeno foi realizada utilizando-se o método

Humm ers2 1,22,105

modificado, seguindo um protocolo de sintese consolidado no Laboratorio de
Quimica do Estado Soélido. Este procedimento sintético parte de um tratamento prévio do

grafite que posteriormente ¢ submetido a novas etapas, abaixo detalhadas:

Etapa 1 — Pré-tratamento do grafite

A primeira etapa consistiu em aquecer por alguns instantes (5 min) 4,4 mL de
acido sulfurico em um erlenmeyer sob agitagdo magnética constante a uma temperatura de 80
°C e, posteriormente adicionar K;S;Og (0,8 g) ¢ P>Os (0,8 g). Alguns minutos depois
adicionou-se 1 g de grafite natural em p6 e a suspensao foi mantida sob agitagdo constante por
4,5 h. Em seguida, sob agitagdo o aquecimento foi interrompido e, a temperatura ambiente,
170 mL de agua deionizada foram adicionados. A suspensdo foi submetida a filtragao a vacuo,
utilizando uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0,22 um. O sélido retido na
membrana foi lavado com agua deionizada até a neutralizagdo do pH e, seco a temperatura

ambiente por cerca de 12 h.

Etapa 2 — Oxidacao do grafite pré-tratado

Esta etapa consiste em adicionar e resfriar 40 mL de acido sulflrico até atingir uma
temperatura proxima de -10 °C. Logo apos, ¢ adicionado o grafite previamente tratado e,
gradualmente e em pequenas quantidades, foi transferido 5 g de KMnO4 durante um periodo
entre 15 e 20 min. O sistema foi mantido por um periodo de 2 h sob agitagdo magnética a uma
temperatura proxima de 35 °C. Apds este periodo, a temperatura do sistema foi reduzida para
cerca de -10 °C e, ao atingir esta temperatura, foi adicionado 77 mL de 4gua deionizada em
pequenas aliquotas sob um controle rigido de temperatura para ndo superar os 50 °C, pois a
adi¢do de 4agua ao sistema € extremamente exotérmica. O aquecimento foi cessado ao fim desta
etapa, sendo adicionados 230 mL de 4gua deionizada e 4 mL de H>O-. O sistema foi mantido
por 4 dias sem agitacdo, o sobrenadante foi removido apds este periodo e o restante centrifugado
a 3000 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente e lavado com 500 mL de HCI 10%
(V/v).

E fundamental ressaltar que durante o procedimento de lavagem e sucessivas
centrifugacdes foram realizadas até a utilizacdo dos 500 mL da solugdo de HCI.
Posteriormente, a suspensdo foi lavada sucessivas vezes com agua deionizada até atingir um
pH por volta de 6, sendo centrifugado a 15.000 rpm a 4 °C durante 30 minutos entre uma

lavagem e outra. A suspensao obtida foi submetida a dialise durante 10 dias em uma membrana
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de didlise Fisherband 12-14 kDa para a eliminagdo de coprodutos (impurezas) formados
durante o procedimento sintético de obtencdo da dispersdo de 6xido de grafeno. Por fim, a
dispersdo do oxido de grafeno (GO-Disp) foi submetida a dois processos de secagem

106 3 dispersdo foi

diferentes: secagem a vacuo e liofilizacao. No sistema de secagem a vacuo
transferida para um recipiente especifico para secagem em temperatura ambiente (~ 25°C) e
conectada ao sistema de secagem a vacuo durante 72 h. Para realizacdo do processo de
liofilizagdo, a GO-Disp. foi previamente congelada em nitrogénio liquido (~ -196°C) e
posteriormente transferida para o liofilizador (sistema Liotop, modelo k202) durante 72 h?%1%5,
Assim, trés nanomateriais distintos a base GO diferentes foram obtidos: dispersao GO sem

secagem (GO-Disp), liofilizado GO (GO-LP) e GO seco a vacuo (GO-VD) no estado s6lido.

33 Funcionalizacio covalente do Oxido de grafeno (GO) com Acido cloroacético

Visando aumentar o nimero de grupos funcionais carboxilas na superficie do 6xido
de grafeno, foi efetuada uma funcionalizagio com 4cido cloroacético (reagiol, figura 1)!°7. Para
realizar esta funcionalizagdo foi adicionado 15 g de acido cloroacético na forma de s6lido a 300
mL da dispersdo de GO (0,5 mg mL!). Apos a total solubilizacio do 4cido, o pH da solucdo foi
ajustado para aproximadamente 13 com hidroxido de s6dio (NaOH) e a dispersdo mantida por
3 h sob banho de ultrassom a uma temperatura compreendida entre 20 e 30 °C. Esta proposta
de funcionalizagdo consiste em uma reagdo de substituicao nucleofilica de segunda ordem
(SN2), em que o grupo hidréxil ataca o carbono ligado ao cloro, formando a ligagdo sigma com
o carbono alfa carboxila, paralelamente ao rompimento da ligacdo deste carbono com o cloro
que ¢ liberado na forma de cloreto. Vale ressaltar que nem todos os grupamentos hidroxil
presentes na superficie do GO estdo desprotonados. Logo, visando favorecer a reagdo de
funcionalizacdo, foi adicionado o hidréxido, como mencionado acima, pois estes grupos
quando desprotonados se tornam nucledfilos mais fortes.

Logo apo6s, o pH foi ajustado para entre 3 e 4 com acido cloridrico (HCI) para evitar
a presenca de cations sédio interagindo com grupamentos oxigenados do GO que, em meio
basico, podem estar desprotonados. Em seguida a dispersdo ¢ mantida em repouso por 12 h, o
sobrenadante ¢ extraido e a dispersdo restante ¢ centrifugada a 15000 rpm a 4 °C por 30 min,
sendo retirado sempre o maximo de sobrenadante e lavada a dispersdo resultante com agua
deionizada. Este procedimento de lavagem ¢ realizado até a dispersao final atingir um pH entre
5 e 6, evitando estragar a membrana de dialise. Apos este procedimento, a dispersdo ¢ dialisada
por 10 dias em agua deionizada e a dispersdo final ¢ secada utilizando-se o procedimento de

liofilizagdo por 72 h e posteriormente estocada em um dessecador a temperatura ambiente.
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3.4  Funcionaliza¢io do oxido de grafeno com Fluor

A inser¢ao de atomos de flaor ao oOxido de grafeno foi realizada a partir da
funcionalizagdo covalente via reagio de Hunsdiecker (reacdo 2, Figura 4)'®. Segundo a
literatura'®, durante esta reacdo os atomos de fliior sdo adicionados a atomos de carbono sp*
paralelamente a eliminagdo de grupos carboxilas na forma de CO», ou seja, 0 maior o numero
de carboxilas na estrutura do GO favorecera a inser¢ao de atomos de fliior em sua estrutura. Tal
fato justifica a utilizagdo do GO funcionalizado com carboxilas (GO-COOH) a partir do
procedimento relatado acima. Para a funcionalizacdo, o GOCOOH foi disperso em agua
deionizada sob banho de ultrassom até a formacdo de uma dispersdo homogénea, sendo
adicionada massa equivalente a do GO-COOH de Selectfluor (C7H14B2CIF9N2) e nitrato de
prata (AgNOs3) em concentracdes cataliticas, sob atmosfera inerte usando vidraria tipo Schelenk

a uma temperatura de 90 °C por 12 h.

CH,COOH
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Figura 4. Fluxograma das etapas de funcionalizacio covalente do 6xido de grafeno (GO) com
acido cloroacético (GO-COOH) e funcionalizagio do GO-COOH com Selectfluor (FG1).
Adaptado'®

3.5 Proposta inédita de funcionalizacio do 6xido de grafeno com Fliaor

Durante o desenvolvimento do projeto, foi proposto um novo procedimento
sintético. Este procedimento de insercdo de atomos de fluor ao 6xido de grafeno foi realizado
a partir da funcionaliza¢ao covalente, em uma unica etapa, via reacdo de Hunsdiecker (Figura
2)!8. Para a funcionalizagdo, o GO foi disperso em 4gua deionizada sob banho de ultrassom até
a formagdo de uma dispersao homogénea, sendo adicionado massa equivalente a do GO de
Selectfluor (C7H14B2CIF9Nz) e nitrato de prata (AgNOs3) em concentragdes cataliticas, sob
atmosfera inerte usando vidraria tipo Schelenk a uma temperatura de 90 °C por 12 h. Este
procedimento sugerido pelo nosso grupo, visa obter nanomateriais a partir de procedimentos
que utilizem uma menor quantidade de reagentes e gerem menos residuos. O procedimento
adotado para a funcionaliza¢do do 6xido de grafeno funcionalizado pelo novo procedimento
sintético estd representando na Figura 5. Destaca-se que, neste procedimento sintético, €
observada a inser¢ao de atomos de fliior associado tanto a descarboxilagdo quanto abertura de

anéis epoxidos, conforme ilustrado na Figura 2.

Y

Figura 5. Representacdo da funcionalizagdo covalente do oxido de grafeno (GO)

funcionalizacdo do GO-COOH com Selectfluor (FG2).

3.6  Caracterizagoes fisico-quimicas
A estrutura morfologica dos nanomateriais foram analisadas por microscopia eletronica
de transmissdo (TEM) e microscopia eletronica de varredura (MEV). TEM e MEV foram

realizados respectivamente com um microscopio Zeiss Libra 120 acoplado a um espectrometro



32

de filtro Omega com uma tensao de aceleragdo de 80 kV e equipamento Quanta FEG 250 (FEI
/ Thermo) operando a 2 kV acoplado a um detector de elétrons secundario (Everhart-Thornley)
no modo de alto vacuo. A estrutura topoldgica do GO foi analisada por microscopia de forca
atomica (AFM) no modo de batimento, ¢ as imagens foram tiradas em um Nanoscopio
Multimodo IIT (Veeco) empregando cantiléveres revestidos com MESP (Bruker) Co-Cr (2,8
Nm ' constante de for¢a, 75 kHz frequéncia de ressonincia nominal). As analises estruturais
das amostras foram realizadas por difracao de raios X (DRX) e espectroscopia Raman confocal.
O DRX foi realizado em um difratbometro Shimadzu XRD-7000t com radiagao de raios X Cu
Ko em um comprimento de onda de 1,54056 A com um gerador de voltagem ajustado para 40
kV (5 ° <20 <50 °) e uma taxa de varredura de 2 ° min"!. Os grupos funcionais nas superficies
dos nanomateriais foram identificados por meio de espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de carbono-13 (*C RMN) e espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR). Para as andlises de RMN *C, os espectros foram obtidos em um sistema Bruker
Avance 300 MHz usando o método High-Power Decoupling (HPDEC), 3*C->'H. A velocidade
de rotagdo do porta amostra foi mantida constante (10 kHz), e um angulo mégico de 54,74° foi
usado para todas as medicdes. Para as andlises de FTIR, os espectros foram registrados usando
um espectrometro da série ABB Bomem MB (modelo FTLA2000-102) na faixa de 4000-400
cm’l. As analises de espectroscopia de absor¢io no ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram
realizadas utilizando um espectrometro Shimadzu UV 1650 PC com uma faixa de comprimento
de onda de 190 a 900 nm. Os comportamentos de decomposicdo térmica do GO-VD e GO-LP
foram avaliados por andlise termogravimétrica (TGA-TA Instruments, modelo SDT Q600),
empregando uma taxa de aquecimento de 10 °C min™!, desde a temperatura ambiente até 800
°C, com um fluxo de ar sintético de 100 mL min™'. Os espectros Raman foram obtidos em um
espectrometro Raman T64000 (Horiba) com laser de 532 nm, filtro 1, largura de fenda de 100
um, resolugio de 2 cm’!, objetiva 100x, poténcia de 0,5 mW, 3 varreduras e um actimulo de 60
segundos. Os diferentes ambientes quimicos aos quais os atomos de flior se inseriram nos
nanomateriais funcionalizados com este elemento, foram identificados por meio de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de fliior-19 (RMN-MAS '°F). Para as andlises
de RMN '3C, os espectros foram obtidos em um sistema Bruker Avance 300 MHz usando o
método High-Power Decoupling (HPDEC), *C->'H. A velocidade de rotagio do porta amostra
foi mantida constante (10 kHz), e um angulo magico de 54,74° foi usado para todas as

medic¢des.

3.7  Preparo das solucoes estoque de GO
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Para os experimentos de estudos de estabilidade coloidal e bioldgicos, as amostras
GO-VD e GO-LP (solidas) foram redispersas em agua ultrapura até a formagdo de uma
dispersdo homogénea por sonicagdo em banho de ultrassom (Cole-Parmer, modelo 08891-21)
por 10 e 60 min respectivamente. A amostra GO-Disp (dispersao liquida) foi homogeneizada

por agitagdo e sonicada por 1 min.

3.8 Estudo da estabilidade e determinacio do potencial zeta
3.8.1 Espalhamento Dindmico da Luz (DLS)

A técnica de Espalhamento Dindmico (DLS) ¢ uma técnica, tomando como um de
seus fundamentos o movimento browniano de nanoparticulas suspensas em dispersoes
coloidais, ¢ amplamente utilizada para determinar o tamanho e as velocidades cinéticas destas
nanoparticulas nestas dispersdes. Vale ressaltar que os resultados sao referentes ao diametro

108 Mesmo sendo uma técnica em que seus fundamentos estdo

das esferas que se difundem
baseados em sistemas esféricos, ¢ utilizada amplamente pela comunidade cientifica para
estimar o raio hidrodinamico de sistemas 2D. Tal fato, ocorre devido a uma escassez de técnicas
para efetuar tais medidas nestes sistemas bidimensionais.*>2:6%105

A técnica de DLS consiste em incidir um laser sob a dispersdo contendo
nanomateriais suspensos e, através da distribui¢do média das intensidades de espalhadas,
estima-se o tamanho destes nanomateriais. O calculo relaciona para determinar o raio
hidrodindmico se baseia na rela¢do entre a velocidade de difusdo das nanoparticulas com o

tamanho das mesmas, através da correlacdo de Stokes-Einstein, conforme ilustrado na equacao
] 45.52,65,105

KT
6D

DH =

Equacio 1'%

Onde:

DH: Didmetro Hidrodinamico
K: Constante de Boltzmann
T: Temperatura absoluta

n: Viscosidade

D: Coeficiente de difusdo translacional
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3.8.2 Potencial Zeta

O potencial Zeta ¢ uma técnica amplamente utilizada para obter informagdes frente
a tendéncia que nanoparticulas possuem de agregar, sendo uma ferramenta importante para se
avaliar a estabilidade de dispersdes coloidais. Considera-se que, quando uma dispersao possui
valores de potencial zeta superiores a 30 mV ou inferiores a -30mV, o sistema ¢ mais estavel.
A correlacdo entre potencial zeta e estabilidade de dispersdes coloidais ¢ feita a partir da teoria
proposta pelos cientistas Derjaguin, Verwey, Landau e Overbeek em 1940.!% Esta teoria propde
que a estabilidade das dispersdes coloidais estd diretamente ligada sua energia potencial total.
Ou seja, a estabilidade coloidal ¢ determinada a partir das forcas atrativas e repulsivas existente
entre 0s nanomateriais suspensos e, quando a energia atrativa supera a repulsiva, os
nanomateriais se unem e formam agregados. As medidas de potencial zeta ¢ baseada na juncao
da eletroforese e laser doppler. Logo, ao aferir o a cinética de um nanomaterial em um
determinado meio ao se aplicar um campo elétrico, € possivel determinar seu potencial zeta a
partir da equacao de Henry (equacdo 2). No entanto, ¢ necessario se conhecer o valor do campo
elétrico aplicado, a viscosidade do meio e a constante dielétrica da amostra.'®® Como o DLS, o
potencial zeta ¢ amplamente utilizado para estimar a estabilidade de dispersdes coloidais de

sistemas 2D.#33%:65.105

__ 2¢if(ka)
= 3

UE

Equacao 2108

Onde:

UE: Mobilidade eletroforética
Z: Potencial zeta

g€: Constante dielétrica

n: Viscosidade

f(ka): Fun¢ao de Henry
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3.8.3 Determinacido da estabilidade e determinacio do potencial zeta do oxido de
grafeno seco a vacuo (GO-VD) e liofilizado (GO-LP)

A estabilidade das dispersdes dos nanomateriais GO foram avaliadas a partir do
monitoramento do comportamento de agregagao/aglomeragdo e deposi¢ao por DLS e
espectroscopia UV-Vis, respectivamente. Para avaliar a agregacdo/aglomeracao por DLS, o
GO-Disp., GO-VD e GO-LP, na presenga ou auséncia do revestimento proteico (proteinas
plasmaticas do sangue), os nanomateriais foram dispersos em agua ultrapura e PBS, com uma
concentragio de 100 pg mL!'. Em seguida, os raios hidrodindmicos (HD) e o indice de
polidispersidade (PDI) foram medidos em 0, 1, 3 e 24 h. A medida do potencial zeta foi
realizada para cada dispersdo dos GOs citados acima no tempo 0 h. Para medidas de UV-Vis,
os nanomateriais GO-VD, GO-LP e GO-Disp e os GOs revestidos com as proteinas mais
fortemente adsorvidas (corona dura) também foram ressuspensos em agua ultrapura ou PBS a
100 ng mL™!, e a absorbancia do sobrenadante foi medida as 0, 1, 3 e 24 h, no comprimento

de onda de 300 nm.

3.9  Ensaios de formacio da protein corona

O plasma humano processado (tipo O") preservado em sacos plasticos de transfusdo
sanguinea foi fornecido pelo Hemocentro da Faculdade de Medicina da Unicamp, Unicamp,
Campinas-SP. Dispersdes estoque do GO-Disp, GO-SV e GO-LP (100 pg ml') foram
incubadas com 55% de plasma humano em PBS pH 7,4 (Microtubos Eppendorf “LoBind” 1,5
mL) por 60 min em um misturador horizontal (14 rpm) a 37 °C (Thermo-bloco Eppendorf).
Apés a interagdo das amostras de GO com o plasma humano, os microtubos foram
centrifugados a 14.000 rpm por 60 min a 4 °C (centrifuga Eppendorf, modelo 5810R) e lavados
trés vezes com solug¢do de PBS pH 7,4 para remover a soft corona (proteinas plasmaticas que
interagem mais fracamente com a superficie dos nanomateriais). Apds este procedimento, os
nanomateriais com a corona dura (proteinas plasmaticas que interagem substancialmente com
a superficie dos nanomateriais) foram obtidos e denominados GO-Disp@HC, GO-SV@HC e
GO-LP@HC. As proteinas da corona dura foram extraidas da superficie dos nanomateriais
utilizando-se tampao de corrida (New England BioLabs, Ipswich, EUA) e 20 uL das solugdes
proteicas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% contendo SDS. A
coloragdo das bandas proteicas foi visualizada utilizando-se o azul de Coomassie. Todos os

experimentos foram realizados em triplicatas independentes.
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3.10 Ensaios hemoliticos

O concentrado de hemacias humano processado (tipo O") preservado em sacos
plasticos de transfusdo sanguinea foi fornecido pelo Hemocentro da Faculdade de Medicina da
Unicamp, Unicamp, Campinas-SP. Para os ensaios hemoliticos, uma dispersdo contendo
hemacias foi preparada a partir de uma aliquota de 5 mL de sangue e 40 mL de uma solugdo de
PBS pH 7.4 (pH sanguineo). A dispersdo foi homogeneizada manualmente e centrifugada por
10 min a 10.000 rpm a uma temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
(concentrado de hemacias) lavado duas vezes utilizando o procedimento de centrifugacao,
sempre retirando o sobrenadante e ressuspendendo em solugdo de PBS. A suspensdo final
utilizada para os testes de hemolise consistiu-se em hemacias (ou células vermelhas do sangue,
CVSs) a 10% (v / v) em uma solucdo de PBS pH 7,4 para preservar a integridade das células.

Para estimar o efeito hemolitico, diferentes concentragdes do 6xido de grafeno em
dispersao (GO-Disp), 6xido de grafeno seco na bomba de vacuo (GO-VD) e 6xido de grafeno
liofilizado (GO-LP) foram incubadas com hemacias em microtubos Eppendorf de 1,5 mL. Para
cada nanomaterial foram utilizadas seis diferentes concentragdes (10, 50, 100, 150, 200 ¢ 250
ng mL), diluidos em solugdo de PBS pH 7,4. As amostras foram incubadas com as hemacias
por 1h, centrifugados durante 10 min a 10 000 rpm a 4 °C. A quantifica¢do de hemoglobina no
sobrenadante de uma mistura de eritrocitos-nanomateriais foi realizada registrando-se a
absorbancia da hemoglobina por espectroscopia UV-Vis a 540 nm (modelo Thermo, Mullikan
GO).

O controle positivo foi preparado incubando-se 100 pL de concentrado de hemacia
a 10% com 900 pL de agua deionizada e o controle negativo foi preparado incubando-se 100
puL de concentrado de hemacia a 10% com 900 pL de uma solu¢do de PBS a pH 74. A
estimativa da porcentagem de células hemolisadas foi calculada utilizando a equagao linear y =
mx + ¢, onde a porcentagem de células hemolisadas (x) = [densidade Optica (y) - densidade
optica de controle negativo (c)] / [(densidade Optica de controle positivo) - densidade Optica de
controlo negativo) / 100] (m). Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo
menos duas vezes. A analise estatistica foi realizada por analises de variancia (ANOVA) de um
e dois fatores. O teste post hoc de Tukey foi utilizado para comparar as diferencas, sendo

considerado significativo quando p <0,05.

4. Resultados e discussao

4.1 Caracterizac¢ao do 6xido de grafeno seco a vacuo (GO-VD) e Liofilizado (LP)



37

Uma caracterizacao fisico-quimica integrada € crucial para entender o impacto dos
processos de secagem nas propriedades fisico-quimicas do GO (morfologia, estrutura de estado
solido, grau de oxigenagdo, comportamento térmico, numero de nanofolhas e outros). As
imagens de MEV do GO-LP e GO-VD mostraram diferencas morfoldgicas na macroestrutura
no estado so6lido (Figura 6A-F). A amostra GO-VD TEM uma estrutura similar a um filme
(Figura 3D, E e F) que ¢é mais compacta e organizada do que a do GO-LP (Figura 6 A, B e C),
que mostram uma estrutura porosa menos organizada. Tal diferenca pode ser justificada pelo
fato de que ao submeter o nanomaterial ao processo de liofilizacdo, um congelamento em
nitrogénio liquido (aproximadamente -196 °C) ¢ efetuado. Nesse processo as moléculas de agua
aumentam o espago interplanar das folhas de grafeno!'® e sio removidas subsequentemente
através da aplicagdo de vacuo. Como a agua encontra-se no estado so6lido, contribuindo com
maior espagamento interplanar devido ao seu aumento de volume associado ao seu estado
fisico, o gelo contribui com a formagdo de vacancias devido a sua dureza e ao maior espago
entre os planos do GO. Tal fato interfere diretamente no empilhamento deste nanomaterial na
direcdo c (dire¢do de stacked das nanofolhas), originando um nanomaterial mais poroso quando
comparado com o GO-VD (Figura 6 A-F). Diferentemente do GO-LP, o GO-VD possui uma
maior mobilidade pois ndo necessita ser submetido a uma etapa de congelamento. Tal
mobilidade confere ao sistema condi¢des adequadas para se reorganizar. Durante o
procedimento de secagem as folhas de GO se sobrepdem umas as outras de forma mais
organizada na dire¢@o c. Em contraste, as imagens de TEM mostraram a presenca de nanofolhas
de GO em monocamada e poucas camadas (Figura 6G, 6H e 61), ndo sendo possivel identificar
diferengas morfoldgicas significativas na estrutura morfoldgica das nanofolhas de GO dos
nanomateriais. As diferencas existentes entre o GO-VD e GO-LP sdao observadas apenas
quando se TEM o empilhamento de um nimero consideravel de nanofolhas de GO na dire¢ao
¢, como observado no MEV ou visualmente sem o auxilio de técnicas de caracterizagao fisico-
quimicas. Ou seja, tais diferencas sdo perceptiveis quando se forma a macroestrutura 3D dos
GOs no estado soélido em decorréncia de uma organizagdo tridimensional diferente das

nanofolhas na direcao c.
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Figura 6. Fotos digitais (A) 6xido de grafeno liofilizado (GO-LP) e (D) 6xido de grafeno seco
a vacuo (GO-VD); imagens de MEV de GO-LP (B e C) e GO-VD (E ¢ F); e imagens de TEM
de (G) dispersdo de 6xido de grafeno antes do processo de secagem (GO-Disp), (H) GO-VD e
(I) GO-LP.

As imagens de AFM (Figura 7A) e histogramas (Figura 7B) mostraram folhas GO
com dimensdes laterais na faixa de micrometros e espessuras médias de 1,51 nm + 0,93 (GO-
Disp), 1,85 £ 1,45 (GO-VD) e 1,69 nm + 1,22 (GO-LP) indicando a esfoliacdo de todas as
amostras GO em monocamadas e poucas camadas'®. Estudos anteriores mostraram que a
camada unica de GO e uma folha plana de grafeno ideal tém espessuras de 0,8 nm e 0,34 nm,
respectivamente!!°. Esses valores poderiam ser justificados pela funcionaliza¢io covalente dos
atomos de carbono durante o processo de oxidacdo para a sintese de GO, que transformam

alguns 4tomos de carbono com hibridizagio sp? e geometria trigonal plana em 4tomos de
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carbono com hibridizagdo sp? distorcida (trigonal planar) por formagio de ligagdes covalente
com atomos de carbono e oxigénio.2>!11:110

A presenca de grupos oxigenados em ambos os lados das camadas de GO aumenta
a altura da grade de carbono.?>!'! O tratamento com sonica¢io TEM se mostrado uma estratégia
Gitil para esfoliar completamente as folhas GO.?> No entanto, as amostras GO-Disp, GO-VD e
GO-LP exigiram 1, 10 e 60 min sob sonicagdo, respectivamente, para serem redispersas em
agua. Adicionalmente, as imagens AFM apds serem tratadas com o software Gwyddion
revelaram a drea média (Figura 7C) do GO-Disp (9,24 um? + 10,58), GO-VD (0,86 um? + 0,92)
e GO-LP (0,511 pm? + 0,43), sugerindo que o tamanho das nanofolhas GO estio intimamente
associados ao tempo de sonicagdo.***

O histograma (Figura 7C) das areas GO, no GO-Disp mostrou que mais da metade
das folhas tém 4reas maiores que 4 um? (~ 59%), com uma minoria com menos de 1 um?. GO-
VD possui 70% de folhas menores que 1 pm?, 17% de folhas com valores entre 1 e 2 um? e
13% de folhas com valores superiores a 2 pm®. Finalmente, GO-LP possui 85% de folhas
menores que 1 um? e 15% entre 1 e 2 pum?. Na verdade, GO-Disp possui uma diferenca de valor
de area maior do que GO-VD e GO-LP. A medida que a sonicagdo se processa, as diferengas
entre as areas das folhas GO-VD e GO-LP passam a exibir redugdes significativas, indicando

que o aumento do tempo do processo de sonicacao faz com que as folhas maiores dos materiais

quebrem mais facilmente.
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Figura 7. Imagens de microscopia de for¢a atomica (A), histograma da espessura (B) e area

(C) dispersao de oxido de grafeno antes do processo de secagem (GO-Disp), grafeno seco a

vacuo (GO-VD) e grafeno liofilizado (GO-LP).

A Figura 8A mostra a representagdo esquematica da distribuicdo espacial das folhas

GO antes e depois do processo de secagem (liofilizagdo ou secagem a vacuo). Os padrdes de

DRX de GO-VD e GO-LP (Figura 5B) mostram um pico de difracdo caracteristico do plano

(002) do GO em 20 = 10°.!% Utilizando a equacio de Bragg (equagio 3) para calcular a

distancia interplanar (d002) em ambos os nanomateriais GO, observa-se que GO-VD e GO-LP

possuem distancia interplanares semelhantes (0,84 nm). Esta distancia ¢ resultado dos grupos

oxigenados introduzidos durante o processo de oxidacdo do grafite para a sintese de GO.2>1%

nA = 2dsin@

Equacio 3°!
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Onde:

N: Ordem da reflexdo

A: Comprimento de onda

D: Distancia entre os planos atdomicos (distancia interplanar)

0: Angulo de Bragg

Além disso, o DRX ¢ uma técnica poderosa para estimar a espessura (Tc) de
nanomateriais 2D, que ¢ definida pelo nimero de camadas (NL).!'>"'* O Tc do GO pode ser
estimado pela equacao de Scherrer (equagao 4), em que o nimero de camadas é expresso como

NL = Tc/doo2.!'*1* GO-VD e GO-LP tém espessuras de 8 e 6 nm e aproximadamente 9 e 7

camadas, respectivamente, 12114
KA
Te = P cosO Equagio 4'%°

Onde:
Tc: Altura média do cristalito (nanofolhas de GO)
A: Comprimento de onda

B: Largura a meia altura do pico e 0 ¢ o angulo de Bragg

Adicionalmente, a diferen¢a na intensidade do pico de difragdo em 20 = 10° sugere
que o GO-VD apresentou uma estrutura mais organizada do que o GO-LP, corroborando as
observagoes do MEV (Figura 6B, 6C, 6E e 6F). A maior organizacdo das camadas empilhadas
aumenta a intensidade do pico de DRX, o que também foi observado anteriormente por Akbary

etal.!l’.
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Figura 8. Esquema da dispersao do 6xido de grafeno (GO-Disp) antes do processo de secagem

e apos secagem a vacuo (GO-VD) e liofilizagdo (GO-LP) (A). Caracterizagao fisico-quimica

dos materiais de 6xido de grafeno: padrao de DRX de GO-VD e GO-LP (B).

Os grupos funcionais presentes nas superficies do GO-VD (Figura 9A) e GO-LP
(Figura 9B) foram caracterizados por espectroscopia de RMN. Os espectros mostram a presenca
de grupos funcionais de acido carboxilico (O-C=0, 166 ppm), cetona (192 ppm), carbono
hibridizado sp? (C=C, 130 ppm), lactol (100 ppm), hidroxila (C-OH, 70 ppm), epdxido (C-O-
C, 59 ppm) e grupos funcionais organicos de carbono hibridizado com sp* (17 ppm) em ambos
os nanomateriais.' 1% O espectro de RMN do GO-VD mostra uma maior intensidade dos picos
C-OH e C-O-C em relagdo ao pico C=C (A1) do que GO-LP (A2). Este resultado sugere a
presenca de um maior nimero de espécies oxigenadas no GO-VD do que no GO-LP. O aumento
significativo da intensidade do pico C=C associado a diminui¢do da intensidade dos picos C-
O-C e C-OH no GO-LP sugerem que o processo de liofilizacdo causa uma redugdao do GO

quando comparado ao processo de secagem a vacuo.
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Figura 9. Espectros de espectroscopia de RMN de 6xido de grafeno seco a vacuo (GO-VD)
(A) e liofilizado (GO-LP) (A).

Os espectros de FTIR do GO-LP e GO-VD (Figura 10 e Tabela 1) apresentaram um
fendmeno semelhante ao observado na analise de RMN de '3C. A espectroscopia de RMN ¢
uma técnica poderosa para a caracterizacdo de GO, embora possua algumas desvantagens. A
maior delas esta relacionada a necessidade de longos periodos de acumulacao do sinal, devido
a baixa abundancia natural de 3C (1,1%).!'¢ Além disso, o RMN de '*C detecta apenas espécies
quimicas diretamente ligadas as estruturas das nanofolhas de carbono, ou seja, todas as outras
espécies nio diretamente ligadas a grade de carbono ndo sdo observadas'!®, reduzindo a
sensibilidade na deteccdo de outras espécies quimicas tais como impurezas, etc. Esta técnica
possui limitagdes frene a analise elementos ferromagnéticos e/ou paramagnéticos,
inviabilizando o seu uso na caracterizagdo de diversos nanocompositos baseados em GO. Por
essas razoes, a espectroscopia FTIR também foi utilizada para caracterizar grupos funcionais
na superficie dos nanomateriais.''® Em comparagdo com a espectroscopia de RMN de *C, o
FTIR é uma técnica mais disseminada, acessivel e mais rdpida para caracterizagio GO.!''

Os espectros de infravermelho (Figura 10 e Tabela 1) mostram a presenga de grupos
funcionais oxigenados (grupos epoxidos, hidroxila e carboxila) nas superficies GO-VD e GO-

LP e uma banda com maior intensidade referentes ao estiramento carbono sp? (C=C) em 1606
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cm™ .17 18 A intensidade relativa das bandas referentes aos estiramentos vC=C (1606 cm™") e
vC=0 (1720 cm™) nos espectros de FTIR, podem ser utilizados para estimar qual dos dois
nanomateriais possuem maior grau oxigenacdo.'!”!"® O GO-VD apresenta uma maior
intensidade de banda em 1720 cm™ (vC=0) e menor intensidade de banda em 1606 cm™ (vC=C)
do que GO-LP. Logo, estes resultados sugerem que a dispersdo GO seca pelo processo de
liofilizagdo (GO-LP) apresentou maior quantidade de carbono com hibridizacdo sp> e menor
quantidade de grupos carboxila do que a dispersao GO seca a vacuo (GO-VD). Os resultados
de FTIR e '>C NMR confirmaram que os processos de secagem influenciaram o grau de
espécies oxigenadas na superficie do 6xido de grafeno e que a liofilizagao (GO-LP) causou
maior reducao dos grupos funcionais oxigenados na superficie das nanofolhas de GO do que a

secagem a vacuo (GO-VD).

30 - - GO'VD
- — GO-LP
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x®
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E) 15 >% Q>) O, O
: S >
= 10 - v C-H >
T v O-Hl T / / T
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Numero de Onda (cm )

Figura 10. Espectros de FTIR de 6xido de grafeno seco a vacuo (GO-VD) e liofilizado (GO-
LP).
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Tabela 1. Comprimentos de onda, modos vibracionais e grupos funcionais presentes nos

espectros de FTIR do GO-VD e GO-Lp!!7-!!8

Grupos Funcionais GO-VD (cm™) GO-LP (cm™)

vC-0 (Hidroxila, folhas de GO) 1040 1040

50O-H (Hidroxila, folhas de GO) 1373 -

vC-0-C (epoxi) 1221 1221

s0-H (Acido carboxilico) 1635 1635

vC=0 (Acido carboxilico) 1724 1728

+C=C (Carbono sp?) 1606 1619

vO-H (Acido carboxilico, hidroxila e 3000-3650 3000 -3650

agua)

Os espectros UV-Vis do GO (Figura 11) apos ser redisperso em agua apresentam
duas regides caracteristicas: uma banda de absor¢ao em aproximadamente 231 nm foi atribuido
A transicdo eletrdnica m-n* relacionada aos 4tomos de carbono hibridizados sp? (C=C) e um
ombro em 300 nm relacionado a transi¢do eletronica n-n* do grupo funcional carbonila
(C=0).!"9120 Os perfis de transicdo eletrdnica espectral similares de GO-Disp e GO-VD
sugerem que as superficies quimicas desses nanomateriais € suas interacdes com a agua siao
semelhantes. No entanto, GO-LP possui um perfil diferente de GO-VD e GO-Disp. Essas
diferencas podem ser observadas a partir do formato da banda que aparece em
aproximadamente 239 nm, indicando que os atomos de carbono hibridizados com sp? (C=C)
estdo em um ambiente quimico distintos e que a intensidade mais baixa no ombro em 300 nm
sugere que os numeros de grupos carbonil foi reduzido quando comparado ao GO-VD e GO-
Disp!!*!1?°, Levando em consideracdo esses resultados, é possivel concluir que existe uma
relagdo direta entre o comportamento eletronico das amostras de GO e a forma pelas quais sao
processadas (liofilizadas ou secas a vacuo). Os resultados obtidos pelas técnicas de RMN, FTIR
e UV-Vis associadas a coloragdo da dispersdao aquosa do GO-LP mais escura que a do GO-VD

(Figura 12) confirmam que o processo de liofilizagdo leva a redugio do GO.!2!-12
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Figura 11. Espectros de espectroscopia de UV-Vis de 6xido de grafeno sem ser submetido a
procedimento de secagem (GO-Disp), 0xido de grafeno seco a vacuo (GO-VD) e 6xido de

grafeno liofilizado (GO-LP).

GO-VD GO-LP
Figura 12. Dispersdo aquosa (1 mg mL™") obtida a partir da redispersio de 6xido de grafeno

seco a vacuo (GO-VD) e liofilizado - GO-LP.
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As Figuras 13A e 13B mostram os perfis de decomposic¢do térmica do GO-VD e
GO-LP. A primeira observa¢ao térmica nas curvas TGA até 120 °C ¢ atribuida a perda de dgua
adsorvida, cerca de ~14,9% para ambas as amostras GO.**!% O GO-VD e o GO-LP
apresentaram perda de massa de aproximadamente 38%, o que foi atribuido a decomposi¢do de
grupos oxigenados e moléculas de dgua aprisionadas entre as camadas de GO, entre 122 °C ¢
aproximadamente 300 °C.>%1% A decomposicio da estrutura grafitica (atomos de carbono sp?)
de GO-VD e GO-LP terminam a 626 °C e 584 °C, respectivamente.’®!% Esses resultados
indicam uma maior estabilidade térmica do GO-VD do que do GO-LP, uma vez que o GO-VD
apresentou eventos térmicos que terminaram em temperaturas consideravelmente mais altas.
Uma possivel explicacdo para este fenomeno ¢ a maior porosidade da amostra GO-LP que
favorece um maior contato das folhas GO com o oxigénio presente no ar sintético (atmosfera

de analise), acelerando a reag¢do de degradacdo (combustdo) da estrutura grafitica.
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Figura 13. Curvas TGA e DTG de 6xido de grafeno liofilizado (GO-LP) (A) e curvas TGA e
DTG de 6xido de grafeno seco a vacuo (GO-VD) (B).

Geralmente, os espectros Raman do 6xido de grafeno apresentam duas bandas
caracteristicas (G, D e 2D). A banda G (~1580 cm™) é atribuida aos atomos de carbono
hibridizados com sp? na estrutura.'?>!?* A banda D (~1350 cm™") est4 relacionada aos defeitos
nas estruturas do grafeno. Normalmente, as intensidades dessas bandas sdo usadas para estimar
o grau de defeitos em estruturas de nanomateriais a base de carbono, e qualquer quebra de
simetria em uma estrutura de carbono infinita é considerada um defeito.!?3"1?° A similaridade
relativa na razdo de intensidade entre as bandas D e G (ID/IG) nos espectros Raman (Figura
14) de GO-VD (1,00) e GO-LP (1,03) sugerem que o numero de defeitos em ambos

nanomateriais sdo similares. Os defeitos das nanofolhas de GO-VD e GO-LP podem estar
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associados a maior quantidade média de espécies oxigenadas na superficie e as vacancias
deixadas (dangling bonds) pelas espécies oxigenadas, respectivamente. Uma possivel
explicacdo, € que ao ser restaurada a ligagao covalente entre os atomos de carbono, apos a perda
dos grupos oxigenados das superficies da folha GO-LP, a simetria hexagonal ndo ¢ restaurada,
justificando assim as quantidades semelhantes de defeitos (ou seja, valores de razdo ID/IG)
observados para GO-VD e GO-LP.!2*12

Gomez-Navarro et al. mostrou a partir de seu trabalho utilizando microscopia
eletronica de transmissao de alta resolucao que apds a redugao do 6xido de grafeno, a ligacdes
carbono- carbono com hibridizagdo sp?, algumas regides ndo a simetria hexagonal. Logo,
durante o processo de reducdo, este nanomaterial passa a apresentar agrupamentos de defeitos
topologicos que induzem uma tensdo e possiveis tensdes no e fora do plano. Tais defeitos,
devem ser levados em consideracdo nos estudos frente as propriedades dos nanomateriais

provenientes da redugio do GO.'?

Intensidade (u. a.)

11000 1500 2000 2500 3000
Deslocamento Raman (cm'l)

Figura 14. Espectros Raman de 6xido de grafeno liofilizado (GO-LP) (A) e de 6xido de grafeno
seco a vacuo (GO-VD) (B).


https://www.google.com/search?rlz=1C1JZAP_pt-BRBR895BR895&q=dangling+bonds&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwi2tIOn18zvAhWLJLkGHfdIAQQQkeECKAB6BAgBEDQ
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4.2 Estudo da estabilidade e determinacio do potencial zeta do 6xido de grafeno seco
a vacuo (GO-VD) e liofilizado (LP).

As propriedades dos nanomateriais podem ser criticamente impactadas pelo meio
que os circundam, influenciando suas interacdes com sistemas bioldgicos.’>!?7128 Assim,
avaliamos o comportamento dos nanomateriais GO nos meios utilizados para ensaios
biologicos, na presenga e auséncia de uma proteina corona.

A agregacao/aglomeracao de materiais GO foi investigada monitorando seu
diametro hidrodinamico (DH) em agua ultrapura ¢ PBS, com e sem uma corona dura
previamente formada (Figura 15). Pelos valores de DH obtidos em dgua ultrapura, observou-se
que GO-Disp. apresentou maior HD (1341 £+ 177 nm) em comparagdo com GO-VD (642 + 35
nm) e GO-LP (396 + 29 nm). Isso pode ser explicado pela etapa de sonicacdo empregada para
redispersar os materiais GO secos em agua, o que poderia ter quebrado as nanoparticulas do
GO, reduzindo sua area média e tamanho lateral *®1?°"13! Além disso, esses valores de DH
foram mantidos ao longo do tempo (por 24 h), demonstrando sua alta estabilidade na agua.
Todos os nanomateriais GO mostraram um aumento significativo de sua DH quando dispersos
em PBS, indicando sua aglomeracdo em fun¢do da composi¢do do meio e do tempo de
incubac¢do, devido a alta forga idnica do PBS que leva a aglomeragdo de GO, diminuindo as
forgas eletrostaticas repulsivas.'*?

Finalmente, os materiais GO previamente revestidos por uma corona dura
responderam de maneira distinta em relag@o a sua estabilidade coloidal. A formag¢ao da proteina
corona pode levar a fendmenos opostos: a estabilidade da dispersdao GO por um efeito de
impedimento estérico realizado pelo revestimento protéico'**; ou a aglomeracdo devido a
interagdes proteina-proteina, o que compromete a estabilidade da dispersio GO'**. O GO-Disp
e GO-VD apresentaram um aumento no seu valor de DH na presenca de uma corona dura em
comparagdo com suas dispersdes na agua, sugerindo que a formagao da protein corona leva a
aglomerac¢do de GO. De fato, a diminuicao dos valores de DH ao longo do tempo, observada
no GO-Disp revestido com corona e GO-VD, ¢ devido a sedimentacdo dos complexos de
proteina GO. Por outro lado, a proteina corona melhorou a estabilidade do GO-LP uma vez que
o valor de DH era o mesmo que sua dispersdo em agua, € o mesmo valor foi mantido durante
24 h de incubagdo. Esses dados sugerem que a quimica da superficie do GO-LP difere do GO-
Disp e GO-VD, uma vez que sua interagdo com proteinas resultou em diferentes

comportamentos coloidais.
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Figura 15. Avaliacdo do comportamento de agregacao de dispersao de 6xido de grafeno (GO-
Disp.), seca a vacuo (GO-VD) e liofilizada (GO-LP) em 4gua ultrapura, PBS e materiais GO
corona rigidos pré-revestidos em PBS, monitorando o diametro hidrodindmico (DH) por DLS

por 0, 1,3 e 24 h.

A sedimentacdo dos nanomateriais GO ao longo do tempo, em funcdao da
composi¢ao do meio e da presenca da proteina corona, foi avaliada por espectroscopia UV-Vis
(Figura 16). Da mesma forma, no estudo de estabilidade do DLS, todos os nanomateriais GO
apresentaram alta estabilidade coloidal em 4gua ultrapura (linha preta), com cerca de 100% das
particulas em suspensdo apos 24 h. Mesmo com um aumento no valor de DH observado pelo
DLS, o GO-Disp permaneceu em suspensao quando disperso em meio PBS (linha vermelha),
indicando que GO-Disp estava flutuando no meio PBS. No entanto, quando GO-Disp. foi
previamente revestido por uma corona dura, apenas 30% de suas particulas permaneceram em

suspensdo apos 24 h, mostrando que a formagdo da proteina corona leva o GO-Disp a
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sedimentacdo, provavelmente devido a grande e pesada formagdo de complexos de proteina

GO.
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Figura 16. Avaliacdo do comportamento de sedimentacdo da dispersdo de 6xido de grafeno

(GO-Disp.), oxido de grafeno seco a vacuo (GO-VD) e 6xido de grafeno liofilizado (GO-LP)

em agua ultrapura, PBS e protein corona dura pré-revestida. Materiais GO em PBS, durante

24 h de incubagdo por anélise UV-Vis por 0, 1, 3 € 24 h.



52

Por outro lado, 0 GO-VD e o GO-LP se estabeleceram apds 24 h de incubacdo em
PBS, enquanto a presenca de uma corona dura melhora substancialmente sua estabilidade no
mesmo meio, o que pode ser explicado por sua pequena dimensao lateral em relagao ao GO-
Disp (como observado pelo AFM), levando a formacgao de complexos menores de proteina GO.
Além disso, a melhoria da estabilidade da corona dura foi mais pronunciada no GO-LP do que
no GO-VD. Esses resultados concordam com os dados do DLS, uma vez que o GO-LP revestido
de corona apresentou um valor constante de DH durante 24 h de incubagdo, destacando o
melhor efeito de estabilidade da corona dura para este material de GO.

O potencial zeta ¢ outra analise eficiente para dimensionar a estabilidade da
dispersao coloidal do GO em diferentes meios. Essas analises fornecem a carga média em
nanocamadas e os valores mais positivos que + 30 mV ou mais negativos que — 30 mV, a
dispersdo ¢ considerada estdvel em consequéncia da repulsdo eletrostatica do
interlamellar.'!”-133

A Tabela 2 mostra que os valores de potencial zeta dos nanomateriais (GO-Disp,
GO-VD e GO-LP) foram menores que - 40 mV, justificando a excelente estabilidade coloidal
no meio aquoso. Na solu¢do de PBS, o potencial zeta diminuiu em consequéncia do aumento
das for¢as do meio i6nico. Estes resultados ¢ o aumento da DH dos nanomateriais GO com
revestimento proteico (Figura 16) corroboram para justificar a reducdo da estabilidade coloidal

dos nanomateriais apds a incubag¢do com proteinas plasmaticas.

Tabela 2. Potencial zeta de dispersdo de 6xido de grafeno (GO-Disp.), seco a vacuo (GO-VD)
e liofilizado (GO-LP) em agua ultrapura, ou PBS, antes e apds a interagdo com as proteinas

plasmaticas (formacao da proteina corona).

Sample Sem a corona dura Com a corona dura
Agua PBS Agua PBS

GO-Disp -40.10+1.08 -19.90+1.05 -21.16+0.23 -7.17+0.23

GO-VD -4476 £0.25 -20.53+0.73 -21.16 +£1.13 -9.61+2.24

GO-LP -47.13+£2.74 -24.00+1.25 -21.46+040 -832+0.37
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4.3  Interagdes de Oxidos de grafeno com proteinas plasmaticas

A Figura 17 mostra o gel SDS-PAGE de proteinas plasmaticas que compdem a
corona dura de cada nanomaterial GO. E possivel observar que a capacidade de adsor¢do das
proteinas plasmaticas diminui na sequéncia GO-Disp > GO-VD > GO-LP. A menor capacidade
de carga proteica apresentada pelo GO-LP pode ser atribuida a sua redugdo durante o processo
de secagem, como evidenciado pelos dados de FTIR e RMN, bem como pela cor mais escura
de sua dispersdo aquosa e pelo menor tamanho médio das nanoparticulas. Essas propriedades
do GO-LP reduzem as intera¢des eletrostaticas, hidrofobicas e m—t com proteinas plasmaticas.®®

A pequena diferenga na quantidade de proteinas adsorvidas pelo GO-Disp. e GO-
VD podem ser devidos a diferengas nas dimensdes laterais e tamanhos médios das
nanoparticulas conforme observado pelo AFM. O perfil distinto da composicao proteica da
corona apresentada pelos nanomateriais GO justifica os resultados encontrados nos estudos de
estabilidade. Porém esses dados ndao impactam no efeito hemolitico dos materiais do GO, uma
vez que a hemolise foi completamente suprimida pela presenga de uma corona dura,
independentemente de sua composi¢ao.

A liofilizagdo do GO (GO-LP) reduziu os grupos de oxigénio em sua superficie e
produziu uma macroestrutura 3D porosa no estado solido. A secagem do GO pelo processo de
vacuo a temperatura ambiente (GO-VD) formou uma macroestrutura baseada em filme em
estado solido com maiores quantidades de grupos oxigenados que o GO-LP. Quando
comparado com a dispersdo GO sem nenhum processo de secagem (GO-Disp), o processo a
vacuo produz um nanomaterial com propriedades fisico-quimicas mais semelhantes.

A redugdo do grau do grupo oxigenado associado aos tamanhos médios menores
das nanoparticulas GO-LP reduziu as interagdes eletrostatica, hidrofobica e n—m com proteinas
plasmaticas e bicamadas lipidicas das heméacias. Esses resultados justificam a menor toxicidade
do GO-LP (estimada pelo ensaio hemolitico) e menor capacidade de adsor¢ao de proteinas do

que o GO-Disp e o GO-VD.
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Figura 17. Gel SDS-PAGE de proteinas plasmaticas humanas extraidas de 6xido de grafeno
disperso (GO-Disp), seco a vacuo (GO-VD) e liofilizado (GO-LP) apds incubagdo de 100 pg
mL! de cada GO em plasma humano a 55% em PBS durante 1 ha 37 ° C.

4.4  Avaliacido do efeito hemolitico dos nanomateriais 6xido de grafeno na presenca e
auséncia da protein corona

Os estudos hemoliticos das amostras de 6xido de grafeno mostraram que o GO-LP
apresenta um menor efeito hemolitico quando comparado ao GO-VD e GO-Disp, enquanto
estes ultimos Apresentaram atividade hemolitica similares. (Figura 18A e 19). Verificou-se que
GO-VD e GO-Disp apresentam maior toxicidade quando comparadas as GO-LP (Figura 18), e
o efeito foi dose-dependente.

Estes resultados estdo relacionados a estrutura quimica anfifilica da superficie das
folhas de grafeno com uma regido hidrofobica (estrutura de carbono sp?) e outras regides
hidrofilicas (grupos de oxigénio ionizado). Essa estrutura GO fornece uma forte interagcdo com
bicamadas lipidicas das membranas celulares.’® A menor quantidade de grupos de oxigénio
ionizado e menores tamanhos médios de nanoparticulas do GO-LP contribuiram para justificar
sua menor toxicidade na faixa de 0 a 250 pg mL"', quando comparado aos outros dois

nanomateriais GO que apresentaram uma maior atividade hemolitica mais toxicos. No entanto,
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na presenca de proteinas plasmaticas, o efeito hemolitico de todos os nanomateriais GO foi
completamente suprimido (Figura 18B), demonstrando a mitiga¢@o da toxicidade de materiais
GO para hemacias pela formacao da proteina corona.!'%>!3¢

A supressdo do efeito hemolitico em todos os nanomateriais com as proteinas
adsorvidas ¢ um resultado que ratifica a nova identidade assumida por estes nanomateriais. Tal
resultado abre espaco para as mais diversas aplicagdes nos campos da nanotecnologia e

biomédicas de forma segura.
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Figura 18. Efeito hemolitico do 6xido de grafeno disperso (GO-Disp), seco a vacuo (GO-VD)
e liofilizado (GO-LP), ap6s 1 h de incubag@o com concentrado de hemécias em PBS solugao

A) porcentagem de hemolise e B) porcentagem de supressdao da hemolise apds formagao da

corona dura.
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Figura 19. Fotografias do efeito hemolitico do 6xido de grafeno disperso (GO-Disp), seco a
vacuo (GO-VD) e liofilizado (GO-LP), ap6s 1 h de incubacdo com concentrado de hemacias

em PBS solucdo.

4.5  Caracterizagido Fisico-quimica do 6xido de grafeno e derivados.
4.5.1 Ressonincia Magnética de estado solido de '3C de oxido de grafeno (GO), GO
funcionalizado com acido cloroacético (GO-COOH), GO-COOH funcionalizado com
Flior (FG1) e GO funcionalizado com flaor (FG2).

Para a determinagdo dos grupos funcionais presentes nas superficies do GO (Figura
20), GO-COOH (Figura 21), FG1 (Figura 23) e FG2 (Figura 24) foi utilizada a espectroscopia
de ressonancia magnética nulear (RMN) de estado sélido de '3C. Os espectros apresentados na
Figura 20, 21, 23 e 24 comprovam a presenca de acidos carboxilicos (COOH, 166 ppm), cetonas
(192 ppm), carbono com hibridagio sp? (C=C, 130 ppm), lactol (100 ppm), hidroxil (C-OH, 70
ppm) e grupos funcionais organicos do epdxido (COC, 59 ppm) em todos os
nanomateriais.'®>!3” Com a finalidade de padronizar a avaliagio qualitativa da presenca de
grupos funcionais no GO e derivados, utilizaremos o referente aos atomos de carbono
hibridizados em sp* (130 ppm), em que a razio entre a intensidade do pico referente ao C-O-C

e C-OH e C-OH serdo por Al e A2 respectivamente.
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Figura 20. Espectros de ressonincia magnética nuclear (RMN) de estado sélido de *C do

oxido de grafeno (GO).

A partir dos espectros (Figura 21) observou-se que ap6s a funcionalizagao do GO
com acido cloroacético, o nanomaterial, agora denominado de GO-COOH, aumenta
consideravelmente o nimero de carbonos hibridizados em sp? (109 ppm) e hidroxil (A2) em
relagio aos grupamentos grafiticos (carbonos hibridizados em sp?) paralelamente a uma
reducdo dos grupos C-O-C. Tal resultado sugere a abertura dos anéis epdxidos durante esta
etapa de funcionaliza¢io do GO visando a sintese do GO-COOH.!!-10>137

A funcionalizagdo com 4cido cloroacético pode se processar a partir de alguns
mecanismos, conforme sugeridos na Figura 22. Um possivel mecanismo, seria a partir de uma
reacdo de substitui¢do nucleofilica de segunda ordem (SN2) em que os grupamentos hidroxil
presentes as nanofolhas de GO formam uma ligacao covalente do tipo sigma com o carbono
vicinal a carboxila do acido cloroacético, que libera o cloro na forma de cloreto. Além disso,
seria possivel a ocorréncia de uma reagdo SNz entre o hidroxido, presente em concentragdes
relevantes em fun¢do do meio ser basico, pH em torno de 13 com o 4cido cloroacético que
reage posteriormente com os grupamentos carbonila dos grupos funcionais cetona e aldeido e

com os epoxidos (Figura 22, Mec 2).
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Figura 21. Espectros de ressonincia magnética nuclear (RMN) de estado solido de '*C do

oxido de grafeno (GO) funcionalizado com acido cloroacético (GO-COOH).

No entanto, os resultados de RMN de '*C (Figura 21) mostram que houve o
surgimento de um pico intenso em 109 ppm, sugerindo uma redugdo do 6xido de grafeno
durante a funcionalizagdo com acido cloro acético. Fonseca et al., Stankovich et al. e Li et al.
observaram fendmenos similares durante procedimentos em que foram confirmamos a reducao
do GO a partir RMN de 3C.195138139 Adicionalmente, Moon et al. relataram em seu trabalho
que o acido cloroacético combinado com o 4cido iodidrico, podem atual como um agente
redutor eficiente, logo, ¢ possivel afirmar que o acido cloroacético poderia atuar como um
agente redutor do GO, gerando o 6xido de grafeno reduzido (RGO). Com a reducdo mais
significativa dos grupos epoxidos em comparagdo aos grupos hidroxil (Figura 22), é possivel
sugerir um mecanismo de reducdo a partir do produto formado a parti da abertura do anel
conforme ilustrado no mecanismo 2 da Figura 22. A partir deste produto, o hidrogénio alfa
carbonilico que possui uma acidez consideravel, pode ser abstraido pelos ions hidroxidos
presentes no meio (Figura 22, mec 3) a partir de um rompimento heterolitico da ligagao, sendo
formada uma ligagdo dupla entre o carbono e o oxigénio, rompimento da ligagdo carbono da

nanofolhas de GO e reestabelecimento da ligagdo dupla carbono-carbono no GO.
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Figura 22. Mecanismo proposto para a funcionalizagdo do Oxido de Grafeno (GO) com acido
cloroacético (mec 1), funcionalizag@o apds a reagdo entre o ion hidroxido e o acido cloroacético
e formagdo da ligacdo na carbonila de grupos funcionais aldeido, cetona e epoxidos (mec 2) e

sugestao de mecanismo de redu¢do (mec 3).
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Durante a funcionalizagdo do GO-COOH com selectfluor, é possivel identificar
uma reducdo significativa da presenca de grupos lactol (109 ppm), grupos C-O-C (59 ppm) e
grupos hidroxil (68 ppm) paralelamente a um aumento do nimero de carbonos sp? (127 ppm).
Tal fato sugere que durante a insercdo de atomos de flior na estrutura do GO-COOH, ocorre a
abertura de anéis epoxidos estd associada a uma reducao dos grupos hidroxil e restabelecimento
da ligacdo C=C da estrutura grafitica. No entanto, ¢ possivel notar uma presenca de grupos
funcionais oxigenados mais significativa na estrutura do FG2 (Figura 24) quando comparado
ao FG1 (Figura 23), ou seja, este nanomaterial possui um maior nimero de grupos oxigenados

que podem favorecer a sua maior afinidade por solventes polares, a exemplo da agua!!19>137,

—  FG1 Grapiticspz___-"”””____ ____
(127)
Ratio C- OH A2 Al
A1 =0.313
A2 =0.516 C-0-C
0-C=0

Ketone (160)

200 150 100 50 0
Deslocameno Quimico (ppm)

Figura 23. Espectros de ressonincia magnética nuclear (RMN) de estado sélido de '*C do GO

funcionalizado com acido cloroacético (GO-COOH) funcionalizado com Selectflior (FG1).
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Figura 24. Espectros de ressonincia magnética nuclear (RMN) de estado soélido de '*C do
oxido de grafeno (GO) funcionalizado com Selectfltior (FG2).

4.5.2 Anilise de Infravermelho com Transformada de Fourier de Oxido de Grafeno
(GO), GO funcionalizado com acido cloroacético (GO-COOH), GO-COOH
funcionalizado com Fluor (FG1) e GO funcionalizado com flior (FG2).

O 6xido de grafeno e seus derivados (GO-COOH, FG1 e FG2) foram submetidos
a analises de espectroscopia de infravermelho para avaliar qualitativamente a presenga dos
grupos funcionais na estrutura, conforme observado na Figura 25. A partir destas analises, €
possivel observar a presenca de estiramentos de grupos O-H de carboxilas, hidroxilas e 4gua
(~3000-3600 cm™), estiramentos dos grupos C=0O de 4cidos carboxilicos (~1724 cm™),
deformacio angular de grupos O-H de 4cido carboxilico (~1635 c¢cm™), estiramento de
carbonos hibridizados em sp? (~1578 cm™), deformagdes angulares de grupos O-H de grupos
hidroxil presentes na folha do GO (~1370 cm™'), estiramento C-O-C de grupos epoxi (~1220
cm™!) e estiramento C-O de grupos hidroxil presente nas folhas de GO.!!7!18

A partir dos espectros de infravermelho (Figura 21) ¢ possivel identificar algumas
diferencas marcante. Dentre elas € possivel destacar o grau de sobreposi¢do entre as bandas

provenientes do estiramento C=C, deformac¢dao angular dos grupos hidroxila de &cidos
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carboxilicos e estiramento C=0 de acidos carboxilicos indicam diferentes ambientes quimicos,
ou seja, graus de oxidacdo diferentes.!!”!'® Além disso, é possivel observar uma banda com
minimo de absor¢do proximo a 1635 cm™ e 1578 cm™! para o0 GO e GO-COOH e FG1 e FG2,
o que sugere uma reducdo dos grupamentos oxigenados no nanomateriais funcionalizados com
atomos de fluor. Tal resultado corrobora com os resultados observados nas analises de RMN

de 13C.
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Figura 25. Espectros de infravermelho com transformada de Fourier do 6xido de grafeno GO,

GO-COOH, FG1 e FG2. A) regido entre 4000 e 2500 cm™' e B) regido entre 2200 e 800 cm™.

4.5.3 Difratometria de raios X (DRX) de 6xido de grafeno (GO), GO funcionalizado com
acido cloroacético (GO-COOH), GO-COOH funcionalizado com Flior (FG1) e GO
funcionalizado com fluor (FG2).
Os nanomateriais foram submetidos a difragdo de raios X para andlise estrutural.

A partir dos padrdes de difracdo mostrados na Figura 26 ¢ possivel observar um pico de
difragdo caracteristico intenso do grafite mineral (Figura 26A) em 26 = 26,56° e do 6xido de
grafeno (GO) em 260 = 10,74° (Figura 26B). Estes picos sdo resultantes do empilhamento com
um grau de ordenamento relevante das nanofolhas carboniceas na dire¢do do eixo z da
nanofolhas. Utilizando a lei de Bragg € possivel calcular a distancia interplanar, sendo elas de
0,33 nm e 0,82 nm para o grafite e GO respectivamente. Este aumento significativo da
distancia interplanar no GO em relagdo ao grafite € resultado da inser¢cao de grupos oxigenados

durante o processo de oxidagio do grafite para a sintese do GO.2>!%
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Figura 26. Difratogramas do A) grafite, B) 6xido de grafeno (GO), C) GO funcionalizado com
carboxilas (GO-COOH), D) GO-COOH funcionalizado com atomos de flaor (FG1) e E) GO

funcionalizado com atomos de fluor (FG2).

Ao analisar o padrdo de difragdo do GO-COOH (Figura 26C) ¢ possivel observar
um pico ndo muito bem definido em 20 igual a 10,86 A, sugerindo que a inser¢do de grupo
carboxila estrutura basal do GO afetou diretamente a perda do ordenamento na dire¢cdo z das
nanofolhas, justificando assim o desaparecimento praticamente em sua totalidade do pico na
regido de 20 = 10. Por outro lado, o padrdo de difragdo do FG1 (Figura 26D) mostra a presenca
de picos 28,02 A, 32,42 A e 46,40 A com distancias interplanares de 0,32 nm, 0,28 nm e 0,19
nm respectivamente. Xing et al observaram o mesmo padrdo de difragdo para este
nanomaterial.'®

Por fim, a Figura 26E mostra o padrao de difragdo do FG2 com picos mais intensos
em 20 igual a 9,44 A, 38,12 A e dois picos menos intensos em 64,42 A e 77,32 A com
distancias interplanares de 0,94 nm, 0,23 nm, 0,14 nm e 0,12 nm respectivamente. Os dados
de difrag¢do de difra¢do de raios X (Figura 26) mostram que a inser¢ao de atomos de flior na
estrutura GO reduz a distancia interplanar entre as nanofolhas. Tal fato pode estar associado a

reducdo dos grupos oxigenados na estrutura do GO durante o processo de insercao de atomos

de flaor como observado nas analises de RMN de 3C e infravermelho.
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4.5.4 Ressonincia magnética nuclear (RMN) de estado solido de F de GOCOOH
(funcionalizado com acido cloroacético) ao ser funcionalizado com flior (FG1) e do
Selectflior.

4.5.2.1 Caracterizacio do reagente ‘SelectFluor’ por RMN de sélidos de °F

Inicialmente, a amostra sélida do reagente SelectFluor foi analisada por RMN de '°F (sequéncia
de pulso ‘one pulse’, D1-PW1-aq), na forma estatica e em diferentes velocidades de rotagao
(entre 3,5 e 7 kHz), para estabelecimento dos deslocamentos quimicos isotropicos, apds
descontado do sinal de background (espectro obtido com o rotor vazio, nas mesmas condigdes).
A Figura 27A e 27B apresenta os resultados obtidos, onde o deslocamento quimico isotropico

1'62

para o F-N foi detectado em -150,7ppm. Chauhan et al.%!' e Al-Huniti et al.%? relataram que,

para o reagente em solucdo, o sinal correspondente ao F-N foi observado em 6 = -151 ppm.
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Figura 27. Espectros de RMN de !°F (sequéncia one pulse) obtidos para o Selectfluor. A)

estatico e B) em diferentes velocidades de rotagcdo — 3,5 kHz (azul), 5 kHz (vermelho) e 7 kHz
(verde).
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Nossos resultados estdo, portanto, em concordancia com o relatado na literatura. A aquisi¢ao

do espectro empregando-se a sequéncia spin-echo de Hahn (D1-904-1-180y- t-aq) foi

comparavel (Figura 28) ao obtido com aquisi¢ao direta.

T
=60 =80 =100 =120 =140 =160 =180 -200

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 28. Espectro de RMN de !°F do SelectFluor obtido com a sequéncia spin-eco de Hahn
(veloc.7 kHz).

Além do sinal correspondente ao SelectFluor, mais dois sinais, em -146.8 ppm e em -

140,1 ppm, devido a presenga de impurezas, também foram observados.

4.5.2.2 Caracterizacdo da amostra de oOxido de grafeno funcionalizado com acido
cloroacético (GO-COOH) funcionalizado com selectfliior (FG1) por RMN de °F

em estado solido
Compostos fluorados sdo amplamente utilizados na indistria quimica, no entanto,
a formagdo da ligagdo C hibridizado em sp’ com 4tomos de flior (Csp3-F) é uma tarefa
relativamente desafiadora para estes setores. Xing et al. em seu trabalho, consideraram que os
atomos de flaor formavam uma ligacao covalente com o GO (Figura 25) a partir eliminagao de
carboxilas na forma de COa, justificando assim, a inser¢do de uma etapa de funcionalizacao

com acido cloroacético.!® Deste modo, se faz necessario um melhor entendimento dos

mecanismos de reagdo envolvidos neste processo de sintese.
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Feng Yin et al. Em seu trabalho propuseram um mecanismo catalisado por AgNO3
em que acidos carboxilicos sofrem fluoracdo descarboxilativa ao reagirem com o reagente
Selectfluor em solu¢do aquosa em rendimentos satisfatorios (Figura 29).!8:140
Neste mecanismo, a primeira etapa consiste em uma reagao entre o selectfluor e o ion prata na
forma de seu respectivo cation monovalente, tendo como produto o fluor ligado a o ion prata
na forma de seu respectivo cation trivalente (F-Ag(Ill)). Em seguida, ocorre a eliminacdo de
carboxilas do GO na forma de CO», formagao de espécies radicalares na superficie do GO e o
F-Ag(II). Por fim, ocorre a formagao da ligagao do flior com os carbonos anteriormente ligados

as carboxilas paralelamente ao rompimento da ligacdo entre o complexo F-Ag(Il),

restabelecendo o ions prata na forma de seus respectivos cations monovalentes.'*°

CH,—F

Ag(l) //NJ

Figura 29. Mecanismo proposto de descarboxilacdo e inser¢do de atomos de flior no 6xido de
grafeno  funcionalizado com 4cido cloroacético (GO-COOH) com Selectfluor

(FG1).Adaptado'®!40

No entanto, estudos recentes propdoem que os mecanismos de fluoragdo
descarboxilativa com seléctfliior passar por um mecanismo em que o cation monovalente (Ag")
¢ oxidado ao seu respectivo cation divalente ao reagirem com o selctfluor gerando como um

dos produtos o cation radical TEDA-BF4, sendo esta etapa classificada como a etapa limitante
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da reacdo (Figura 30).!*! Durante o processo de reacdo, é possivel inferir também a formagio
de um complexo entre os cations prata e o anions carboxilatos (Ag-OOCR), assim como a
inibicao do catalizador de prata quando complexado entre dois anions carboxilato. O reagente
selctfluor promove a oxidagdo do 4nion carboxilato e o Ag®" resultante oxida o carboxilato ao
qual esta ligado, produzindo o radical. Por fim, o radical abstrai o &tomo de fltior do Selectfluor,
sendo formada uma liga¢do covalente. Adicionalmente, ¢ obtido como produto o didxido de

carbono (CO») proveniente da descarboxilacdo e o cation radicalar TEDA-BF4.'#!

/‘Nrm K\N[{Q )
/Nf\) /N\) *F

Cation radical TEDA-BF,

Etapa Limitante

Estado de repouso

Cation radical TEDA-BF,

Via de propagacgéo

Cation radical

TEDA-BF,

Figura 30. Mecanismo proposto de descarboxilacao e insercao de atomos de fltor no 6xido de

grafeno com Selectfluor (FG1). Adaptado'!

No entanto, a partir da analise da amostra de 6xido de grafeno funcionalizado com
atomos de fluor a partir da ressonancia magnética de estado sélido de fluor analisada com as
técnicas de one pulse (Figura 31) e spin-eco de Hahn (Figura 32), foram observados dois sinais

desdobrados. Um sinal na regido de -50 ppm e -80 ppm, que sdo indicativos do sucesso da



69

funcionalizacdo estudada. O sinal em maior frequéncia, em 6 = -53,5 ppm, pode ser assinalado
como correspondente ao grupamento O-CH»-F (Figura 32), enquanto o sinal em menor
frequéncia, em 6 = -88,6 ppm, pode ser assinalado como correspondente a grupamentos O-CH-
F. Esse sinal poderia ser resultado da abertura dos anéis epoxido, presentes ao longo da
superficie assim como nas bordas das lamelas de 6xido de grafeno, segundo modelo de He,
Klinowsky e colaboradores®® (Figura 33). Vale a penas destacar que, de forma distinta do
observado para o SelectFluor, pode-se constatar uma melhora significativa na qualidade do
espectro com o emprego da sequéncia spin-eco de Hahn. Logo, o mecanismo proposto por Xing
et al.18, estaria incompleto e a funcionalizacdo do GO com atomos de fluor, estaria associado
aperda de carboxilas na forma de CO; e a abertura de anéis epdxi, conforme ilustrado na Figura
33.

Logo, € possivel afirmar que ndo seria necessaria a reacao de funcionalizagdo 4cido
cloroacético, pois ocorre uma reducdo do GO através de perdas significativas de grupos
oxigenados, em especial os grupamentos epoxidos. Tal fato, reduz de sobremaneira o nimero
de sitios reativos para a inser¢ao de atomos de flior, pois o epoxidos sdo centros em que o0s

atomos de fltor se inserem na estrutura do GO.

- -200 150 100- o -50- o 0 =50 —100- o '—1I50I o —2;]0 . —250 . I—QE)O. o '_3!50' . ppm
Deslocamento quimico (ppm)
Figura 31. Espectro de RMN-MAS de !°F do 6xido de grafeno funcionalizado, obtido com a

sequéncia one pulse (velocidade de rotagao 7 kHz).
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Figura 32. Espectro de RMN de !°F do 6xido de grafeno funcionalizado, obtido com a

sequéncia spin-eco de Hahn.

Figura 33. Representagdo das reacdes de funcionalizagdo do GO com atomos de fluor a partir

dos resultados de RMN de '°F.
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5. Conclusao

A partir dos resultados ¢ possivel concluir que as propriedades fisico-quimicas do
GO sao criticamente afetadas pelo processo de secagem. A liofilizagdo do GO (GO-LP)
diminuiu a concentragdo dos grupos de oxigénio em sua superficie e produziu uma
macroestrutura 3D porosa no estado so6lido. Por outro lado, a secagem a vacuo do GO a
temperatura ambiente (GO-VD) produziu um nanomaterial com uma macroestrutura no estado
solido similar a um filme com um maior grau de grupos funcionais oxigenados do que o GO-
LP. Quando comparado com a dispersdao GO sem nenhum processo de secagem (GO-Disp), o
GO seco a vacuo produz um nanomaterial com propriedades fisico-quimicas muito
semelhantes. Em consequéncia da redugdo dos grupos oxigenados e tamanho das nanofolhas, o
GO-LP possui interagdes eletrostaticas, hidrofobicas e m—m menos intensas com as proteinas
plasmaticas do sangue e bicamadas lipidicas de hemacias. Estes resultados suportam a
toxicidade mais baixa de GO-LP contra hemacias, bem como adsor¢do de proteina reduzida
(corona dura) do que para GO-Disp e GO-VD. Por fim, este trabalho contribui para um melhor
entendimento das propriedades fisico-quimicas do GO ap6s procedimentos de secagem e seus
impactos nas aplicagdes biomédicas e na toxicidade. Adicionalmente, os resultados obtidos
mostraram que a inser¢ao de atomos de fluor ao GO através da funcionalizagdo covalente por
uma nova rota sintética apresenta diferencas significativas em suas propriedades fisico-
quimicas em relagdo ao fluorografeno obtido seguindo o protocolo relatado na literatura. A
versatilidade do GO em relagdo a diferentes possibilidades de funcionalizagdes covalentes
mostra o qudo promissor, sensivel € este nanomaterial. Tais funcionalizag¢des, alteram
significativamente as propriedades fisico-quimicas, tornando estes nanomateriais uma
plataforma com uma infinidade de possiveis aplicagdes. Nossos resultados demonstram que a
escolha do procedimento de funcionalizacdo covalente dos nanomateriais influenciam
profundamente em suas propriedades fisico-quimicas e, mostram a necessidade de serem
realizados estudos robustos, detalhados e aprofundados sob uma tematica da quimica de estado
solido que vise entender com maior riqueza de destalhes estes nanomateriais. Tais
conhecimentos possibilitard o desenvolvimento de novos nanomateriais dentro dos conceitos

de Safe by Design e Science for Regulation.
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6. Perspectivas Futuras
A partir de um profundo conhecimento destes nanomateriais, aplicar em sistemas
eletroquimicos voltados para sensoriamento (farmacos e biomarcadores) e em processos de

water splitting.
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