UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FISICAS E MATEMATICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Juan Vitor Rangel dos Santos

DESENVOLVIMENTO DE NANOPARTICULAS DE PALADIO SUPORTADAS EM
OXIDO DE GRAFENO E OXIDO DE GRAFENO FUNCIONALIZADO COM ACIDO
FOLICO: SISTEMAS NANOCATALITICOS PARA ATIVACAO DE PRO-
FLUOROFOROS EM AMBIENTES BIOLOGICOS

Florianopolis
2025



Juan Vitor Rangel dos Santos

DESENVOLVIMENTO DE NANOPARTICULAS DE PALADIO SUPORTADAS EM
OXIDO DE GRAFENO E OXIDO DE GRAFENO FUNCIONALIZADO COM ACIDO
FOLICO: SISTEMAS NANOCATALITICOS PARA ATIVACAO DE PRO-
FLUOROFOROS EM AMBIENTES BIOLOGICOS

Trabalho de Conclusdo do Curso de
Graduacdo em Quimica do Centro de
Ciéncias Fisicas e Matematicas da
Universidade Federal de Santa Catarina
como requisito para a obtencéao do titulo de
bacharel em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Josiel Barbosa
Domingos.

Coorientadora: MSc. Steffany Luczynski
Makara.

Florianopolis
2025



dos Santos, Juan Vitor Rangel

DESENVOLVIMENTO DE NANOPARTICULAS DE PALADIO SUPORTADAS
EM OXIDO DE GRAFENO E OXIDO DE GRAFENO FUNCIONALIZADO COM
ACIDO FOLICO: SISTEMAS NANOCATALITICOS PARA ATIVAGAO DE
PRO-FLUOROFOROS EM AMBIENTES BIOLOGICOS / Juan Vitor
Rangel dos Santos ; orientador, Josiel Barbosa Domingos,
coorientadora, Steffany Luczynski Makara, 2025.

€3 p.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduacdo) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
Fisicas e Matemdticas, Graduagdo em Quimica - Bacharelado,
Florianépolis, 2025,

Inclul referéncias.

1. Quimica - Bacharelado. 2. Reacgdes bio-ortogonais. 3.
Nanoparticulas de paladio. 4. Oxido de grafeno. 5. Acido
fdlico. I. Domingos, Josiel Barbosa. II. Makara, Steffany
Luczynski. III. Universidade Federal de Santa Catarina.
Graduacgdo em Quimica - Bacharelado. IV. Titulo.




Juan Vitor Rangel dos Santos

Desenvolvimento de nanoparticulas de paladio suportadas em oxido de
grafeno e 6xido de grafeno funcionalizado com &cido folico: sistemas
nanocataliticos para ativacado de pro-fluoréforos em ambientes biolégicos

Este Trabalho de Concluséo de Curso foi julgado adequado para obtencédo do titulo
de Bacharel em Quimica e aprovado em sua forma final pelo Curso de Graduacgéo
de Quimica.

Florianopolis, 24 de Junho de 2025.

Documento assinado digitalmente

Miguel Soriano Balparda Caro

Data: 07/07/2025 11:39:18-0300

CPF: ***.282.530-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Coordenacao do Curso

Banca examinadora

Documento assinado digitalmente

Josiel Barbosa Domingos

Data: 07/07/2025 12:33:56-0300

CPF: ***.404.520-**

Verifique as assinaturas em https://w.ufsc.br

Prof. Dr. Josiel Barbosa Domingos.
Orientador

Documento assinado digitalmente

Thiago Ferreira da Conceicao

Data: 08/07/2025 17:32:54-0300
CPF:***.178.719-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Documento assinado digitalmente

Daniela Zambelli Mezalira

Data: 08/07/2025 16:01:26-0300

CPF: ***.648.550-*"

Verifique as assinaturas em https://w.ufsc.br

Prof.2 Dr.2 Daniela Zambelli Mezalira.

Universidade Federal de Santa Catarina

Florianopolis, 2025.



AGRADECIMENTOS

A minha mae, Melri, e a0 meu padrasto, Valério, por todo o amor, suporte e
incentivo incondicional ao longo de minha trajetéria académica. Obrigado por
acreditarem em mim mesmo nos momentos em que eu mesmo duvidei.

A minhairma e amiga, Jeniffer, por estar sempre ao meu lado, oferecendo apoio
e acolhimento nos momentos em que mais precisei. Sua presenca foi essencial
durante toda essa jornada.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Josiel Barbosa Domingos, pela confianca, pela
orientacdo dedicada e por compartilhar comigo seus conhecimentos ao longo do
projeto. Agradeco também por me permitir integrar o grupo de pesquisa e desenvolver
esse trabalho nessa area téo incrivel que € a quimica bio-ortogonal.

A minha coorientadora, MSc. Steffany Luczynski Makara, pela paciéncia,
disponibilidade e por toda a ajuda prética e intelectual durante o desenvolvimento
deste trabalho. Suas contribuicdes foram fundamentais para que este projeto
ganhasse forma e profundidade.

As minhas melhores amigas, Amanda e Pauline, que mesmo distantes
fisicamente, sempre estiveram préximas emocionalmente. Obrigado por cada palavra
de apoio, por cada gesto de carinho e por torcerem por mim em todos 0s momentos.

Aos meus colegas do Laboratério de Catalise Biomimética — Victor, Vinicius,
Thuany, Cezar, Gean e Kevin — por todas as conversas, trocas de conhecimento e
pela parceria no laboratério. A minha amiga Sabrina, por compartilhar comigo os
surtos e as risadas nessa etapa final, obrigado por tornar tudo mais leve.

Aos meus amigos Eduardo e Eloisa, que me acompanham desde o primeiro
semestre da graduacdo. A amizade de vocés foi uma das maiores conquistas dessa
etapa, e sei que levarei comigo por toda a vida.

Ao Programa de Graduacdo em Quimica e ao Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina, por oferecerem um ensino publico, gratuito
e de qualidade, e por proporcionarem a estrutura necessaria para a realizacao deste
trabalho.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq),

pelo apoio financeiro que possibilitou o desenvolvimento deste projeto de pesquisa.



RESUMO

Nanocatalisadores baseados em paladio tém se destacado em reacdes bio-
ortogonais, mas ainda enfrentam desafios quanto a seletividade e estabilidade em
meios biologicos. Estratégias que promovam o direcionamento especifico e a
ancoragem eficiente do metal ao suporte sdo fundamentais para aplicacdes
terapéuticas, como a ativacdo localizada de pré-farmacos. Neste contexto, este
trabalho desenvolveu sistemas cataliticos baseados em nanoparticulas de paladio nos
estados Pd(0) e Pd(ll), suportadas em o6xido de grafeno (GO) e 6xido de grafeno
funcionalizado com &cido félico (GO-FA), com o objetivo de promover reacdes bio-
ortogonais de desprotecéo de pré-fluoréforos em condicdes bioldgicas simuladas. As
nanoparticulas foram estabilizadas com poli(2-vinilpiridina) e caracterizados por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectrometria
de absorcdo atdbmica (AAS) e microscopia eletrbnica de transmissdo (TEM). A
atividade catalitica foi avaliada pela conversdo do pro-fluoroforo aleno-4-
metilumbeliferona (Alle-4-MU) em 4-metilumbeliferona (4-MU), através de estudos de
cinética de reacdo utilizando espectrofotometria na regido do UV-vis. Os sistemas com
Pd(0) ajustaram-se ao modelo cinético de Langmuir-Hinshelwood. O catalisador
funcionalizado  apresentou constantes  cataliticas  de Langmuir  de
ki= 2,94 x 10° molm?s?! e de associacdo de K= 43828 Lmol?, frente a
ke= 2,63 x 10° molm?s?t e K= 18231 L mol? para o sistema ndo funcionalizado.
Ensaios com EDTA e tioureia confirmaram maior estabilidade dos sistemas
funcionalizados. Os catalisadores de Pd(ll) também apresentaram melhor
desempenho com GO-FA. Os resultados demonstram que a funcionalizacdo com
acido félico aprimora significativamente o desempenho catalitico dos nanossistemas,
tornando-os promissores para aplicagbes futuras em ativacdo localizada de pro-

farmacos em ambientes biolégicos complexos.

Palavras-chave: Reagdes bio-ortogonais; Paladio; Nanoparticulas; Oxido de grafeno; Acido

folico.



ABSTRACT

Palladium-based nanocatalysts have shown great potential in bioorthogonal
reactions but still face challenges related to selectivity and stability in biological
environments. Strategies that enable specific targeting and efficient metal anchoring
to the support are essential for therapeutic applications such as the localized activation
of prodrugs. In this context, this work developed catalytic systems based on palladium
nanoparticles in the Pd(0) and Pd(Il) oxidation states, supported on graphene oxide
(GO) and graphene oxide functionalized with folic acid (GO-FA), aiming to promote
bioorthogonal deprotection reactions of pro-fluorophores under simulated biological
conditions. The nanoparticles were stabilized with poly(2-vinylpyridine) and
characterized by Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), atomic absorption
spectroscopy (AAS), and transmission electron microscopy (TEM). Catalytic activity
was evaluated through the conversion of  the pro-fluorophore
allenyl-4-methylumbelliferone (Alle-4-MU) into 4-methylumbelliferone (4-MU), using
UV-vis spectrophotometry. The Pd(0) systems followed the Langmuir—Hinshelwood
model. The functionalized catalyst presented ki= 2.94 x 10° molm? s! and
K= 43828 L mol, compared to k.= 2.63 x 10° molm=2s* and K= 18231 L mol for the
non-functionalized system. Assays with EDTA and thiourea confirmed the greater
stability of the functionalized systems. The Pd(ll) catalysts also showed improved
performance with GO-FA. The results demonstrate that folic acid functionalization
significantly enhances the catalytic performance of the nanomaterials, making them
promising candidates for future applications in localized prodrug activation in complex

biological environments.

Keywords: Bioorthogonal reactions; Palladium; Nanopatrticles; Graphene oxide; Folic acid.
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1. Introducdo

O cancer permanece entre uma das maiores causas de mortalidade mundial.
Apesar dos avangos na medicina, o tratamento da doenca ainda enfrenta muitos
desafios, principalmente em relacdo a eficacia e seguranca das terapias disponiveis.
A quimioterapia, embora amplamente utilizada, esta associada a uma série de efeitos
colaterais decorrentes da falta de especificidade dos farmacos utilizados e da
toxicidade para células saudaveis, como queda de cabelo, fadiga e enfraquecimento
do sistema imunoldgico.

Nesse contexto, a quimica bio-ortogonal surge como uma alternativa
promissora, permitindo que reacdes quimicas ocorram dentro do organismo de
maneira seletiva e controlada, sem interferir em outros processos biol6gicos. Esse
controle possibilita a liberagdo de farmacos diretamente no ambiente tumoral,
minimizando os efeitos colaterais associados ao tratamento convencional.

O uso de nanoparticulas de paladio como catalisadores em reacdes bio-
ortogonais ja demonstrou grande potencial na ativacao de pro-farmacos. No entanto,
a eficacia dessa abordagem poderia, teoricamente, ser significativamente aumentada
ao utilizar 6xido de grafeno como suporte, pois entre outras propriedades, esse
material permite interagdes -1 stacking com catalisadores e substratos ricos em
elétrons 1. Essas interagdes favorecem a estabilizagao das nanoparticulas de paladio,
aumentando sua dispersao e evitando a agregacao. Ainda, permite um aumento da
concentracdo local do substrato, o que contribui para uma maior eficiéncia catalitica.
Esse material ndo s6 oferece um aumento da area superficial para tornar as reacdes
mais eficientes, como também apresenta alta biocompatibilidade.

Além disso, a funcionalizacdo do oxido de grafeno com acido félico pode
direcionar as nanoparticulas para células tumorais que expressam receptores de
folato em excesso, proporcionando uma liberacdo mais controlada e especifica do
farmaco no ambiente desejado.

Este trabalho busca aprimorar o desempenho das nanoparticulas de paladio
em reacdes bio-ortogonais, investigando como diferentes tipos de suporte (6xido de
grafeno e Oxido de grafeno funcionalizado com acido félico) podem impactar a
eficiéncia dessas reacdes e, no futuro, melhorar a eficacia terapéutica dos tratamentos

contra o cancer.
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2. Revisdo da Literatura

2.1 Reagdes bio-ortogonais

A quimica bio-ortogonal surgiu como uma abordagem inovadora em 2003,
guando a pesquisadora Carolyn Bertozzi, ganhadora do prémio Nobel da quimica de
2022, propds o conceito para descrever reacdes quimicas que ocorrem de forma
seletiva em ambientes bioldgicos, sem interferir com 0s processos celulares nativos.t
Desde entdo, essa técnica tem sido amplamente explorada, especialmente em
aplicac6es biomédicas, devido a sua capacidade de realizar transformacgfes quimicas
precisas dentro de sistemas vivos.

As reacdes bio-ortogonais destacam-se por sua capacidade Unica de
acontecerem de maneira especifica, rapida e eficiente em sistemas biolégicos
complexos, sem perturbar ou interferir nas vias metabdlicas naturais.2 Esse
comportamento € possivel gracas a ortogonalidade, que assegura alta seletividade e
compatibilidade com as condi¢des do ambiente bioldgico.?

Nesse contexto, a quimica bio-ortogonal tem sido amplamente utilizada para
modificar moléculas por meio de reacdes que envolvem a formacédo de ligagdes, no
caso de reacdes associativas, ou a quebra de ligagcdes, no caso de reacbes
dissociativas.® No caso das reacdes de desprotecao (dissociativas), estas destacam-
se pela quebra seletiva de ligacbes quimicas especificas em moléculas bioativas ou
compostos sintéticos, como pré-farmacos e pro-fluoréforos, que sdo ativados

seletivamente em ambientes bioldgicos.

2.1.1 Reacdes de desprotecao

O processo de protecao/desprotecao de diferentes tipos de moléculas, como
proteinas, farmacos e fluoréforos tem sido uma estratégia utilizada em aplicacdes
bioguimicas. A protecéo tem por objetivo levar a perda temporaria da funcdo de uma
molécula de interesse apos a adicdo de um grupo protetor a sua estrutura, permitindo
restaurar a sua atividade/funcdo ap6s a remocédo seletiva do grupo protetor, de
maneira controlada através de gatilhos quimicos.3*

No contexto do tratamento do cancer, as reacdes de desprotecéo tém grande
importancia, pois permitem reduzir o efeito citotoxico de farmacos e a fluorescéncia
de fluoréforos, melhorando a eficacia terapéutica e ampliando as possibilidades para

imageamento celular, respectivamente.?
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Reacdes de desprotecao utilizando grupos alil e propargil como grupos
protetores desempenham um papel central em diversas aplicacdes de bioquimica,
especialmente em sistemas que utilizam metais de transicdo como gatilhos quimicos.
Nessas reacOes, grupos funcionais como aminas e hidroxilas, comuns em
biomoléculas e compostos organicos sintéticos, sdo protegidos com o grupo alil ou
propargil para reduzir a funcédo nativa destas moléculas. A desprotecédo desses grupos

€ demonstrada no esquema a sequir:

Esquema 1. Representacdo esquematica da reacdo de desprotecdo de moléculas com

grupos de protecao alil e propargil com diferentes metais de transicéo.
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, .y
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9]
= pada, »a_))ko_g . 3@0—

Fonte: Adaptado de Latocheski et al. (2020).3

No caso especifico do paladio, sua capacidade catalitica tem sido explorada
devido ao seu alto potencial para mediar reac6es de desprotecdo. Na desprotecao
dos grupos alil e propargil, tem sido estudado o efeito do paladio em diferentes estados
de oxidacao, principalmente Pd(0) e Pd(Il). Reacbes de desprotecdo envolvendo
grupos alil e propargil com Pd(0) ocorrem por meio de um mecanismo bem
caracterizado, que envolve uma adicdo oxidativa, seguida de reacdo com agua e,
posteriormente, uma eliminacdo redutiva para regenerar a espécie catalitica ativa.
Esse ciclo catalitico pode se repetir continuamente, promovendo sucessivas
desprotecdes.?

J& as reacdes mediadas por Pd(ll) apresentam algumas particularidades. Em
alguns casos, a regeneracdo de Pd(ll) pode ser inibida pela forte interacdo de
subprodutos com o complexo metalico, bloqueando a associagéo de novos substratos.

No entanto, a reacado de desalilacao, similar & oxidacdo de Wacker-Tsuiji, gera Pd(0)
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no primeiro ciclo, que pode ser reoxidado pelos componentes do meio para regenerar

Pd(Il) e continuar o processo catalitico.3

Esquema 2. Representacdo da proposta mecanistica para a reacdo de desprotecdo bio-
ortogonal de grupos alilicos e propargilicos mediadas por paladio.
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Fonte: Adaptado de Latocheski et al. (2020).2

Outro grupo que tem se explorado recentemente para as reacbes de
desprotecao € o grupo aleno, que se destaca como um potente grupo de protecao bio-
ortogonal e demonstra sensibilidade a uma ampla gama de metais de transicdo.®> No
entanto, em comparagdao com os grupos alil e propargil, seu uso em reacbes de
desprotecdo bio-ortogonais ainda é relativamente pouco explorado. Essa limitacao
provavelmente se deve a falta de compreensdo mecanistica e a uma analise mais
aprofundada de sua reatividade. Nesse contexto, trabalhos recentes do nosso grupo
de pesquisa tém focado em avaliar catalisadores de paladio e o impacto deliberado
da concentracédo de ions cloreto na velocidade e rendimento da quebra da ligacdo C—
O, utilizando analises cinéticas, energéticas e estruturais para aprofundar o
entendimento sobre o comportamento do grupo.® Ferreira et al. (2025) demonstraram,
por exemplo, que a presenca de cloreto no meio pode aumentar significativamente a

eficiéncia catalitica de complexos de Pd(ll), especialmente na desprotecdo de
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derivados de aleno, indicando a importancia do microambiente na modulagdo da
reatividade em sistemas bio-ortogonais.”’

De forma complementar, Dal forno et al. (2024) explorou o mecanismo de
desalenilacdo mediada por um complexo de paladio.® O mecanismo proposto mostrou
gue o passo inicial resulta na liberagdo de uma molécula de agua, no entanto esse
complexo apresenta baixa reatividade. Barreiras de ativacdo elevadas para ataques
de agua nos carbonos do aleno indicam gque essas rotas sdo ineficazes.®

A coordenacdo o do paladio ao carbono central do aleno, embora menos
favoravel termodinamicamente, gera uma configuracdo mais reativa. O ataque de
agua a este carbono leva a formacao de um intermediario, que passa rapidamente por
transferéncia intramolecular de prétons, resultando na liberacdo do substrato. O
complexo 1T resultante é mais estavel e, apds uma troca de ligantes, o catalisador de
paladio é regenerado, liberando hidroxi-aleno, que entéo tautomeriza para acroleina.®

Esquema 3. Representacao da proposta mecanistica da reagédo de dealenilacdo mediada por
catalisador de paladio.
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Fonte: Adaptado de Dal Forno et al. (2024).5

Apesar do potencial das reacoes de desprotecado bio-ortogonais em liberar
agentes terapéuticos de forma controlada, sua aplicacdo eficiente em sistemas
biolégicos exige catalisadores que operem com alta seletividade, estabilidade e

compatibilidade em meio aquoso. Nesse contexto, destaca-se o uso de nanomateriais,
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especialmente nanoparticulas, como ferramentas promissoras para promover tais
reacdes. Devido a sua alta area superficial e propriedades, as nanoparticulas
metalicas tém sido amplamente exploradas como catalisadores em ambientes

complexos, como o meio intracelular.

2.2 Nanoparticulas metélicas

Nanoparticulas metélicas sdo estruturas compostas por atomos metalicos
organizados na escala nanométrica que tém ganhado bastante interesse na academia
devido as suas diversas aplicagbes, resultado de suas propriedades Unicas
associadas ao seu tamanho reduzido. Devido a alta quantidade de atomos metalicos
em sua superficie, as nanoparticulas séo bastante reativas e apresentam varios sitios
ativos, apresentando um alto potencial como catalisador.®

Contudo, a alta reatividade e o pequeno tamanho das nanoparticulas metalicas
também as tornam susceptiveis a agregacéao, que pode reduzir sua eficacia catalitica
e estabilidade ao longo do tempo. Para contornar esse problema, as nanoparticulas
frequentemente sdo estabilizadas por meio de agentes como polimeros, surfactantes
ou por suportes solidos, como oxidos metélicos e grafeno oxidado. Esse material
possibilita interagoes -1 stacking com as nanopatrticulas, favorecendo sua disperséo
e estabilidade e permitindo um controle mais preciso das reacfes cataliticas em que
sdo empregadas.®

Na catalise heterogénea, elas sdo frequentemente suportadas em materiais
como silica, carbono e matrizes carbénicas, como grafeno, o que ndo sé aumenta sua
estabilidade, mas também facilita sua recuperacéo e reutilizacdo ao final das reacoes.
Além disso, suportes como o Oxido de grafeno oferecem uma plataforma estavel e
podem aumentar a biocompatibilidade e a funcionalidade das nanoparticulas,
especialmente em aplicagdes biomédicas, como na ativacdo de pro-farmacos e na

medicina de precis&o.°

2.2.1 Nanoparticulas de paladio

O paladio se destaca na catalise devido a sua capacidade Unica de facilitar
reacdes de formacdo de ligacbes carbono-carbono e carbono-heteroatomo, sendo
amplamente utilizado em sintese organica e desenvolvimento de farmacos. Reacdes

como Heck, Suzuki e Sonogashira tém recebido destaque por sua eficacia em gerar
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compostos complexos e bioativos, 0 que contribui diretamente para o avanco de
pesquisas nas areas farmacéutica e biomédica.'*'? Essas transformacdes catalisadas
por paladio oferecem uma abordagem versatil e eficiente para a producdo de
substancias com propriedades terapéuticas, promovendo o desenvolvimento de
novos tratamentos.!!

Em aplicacbes terapéuticas direcionadas, as nanoparticulas de paladio
mostraram um grande potencial para permanecer estaveis e retidas em regides
especificas do corpo, como tecidos tumorais, onde podem atuar em tratamentos
localizados. Estudos pré-clinicos, como o de Liu et al. (2020),'2 evidenciam que as
nanoparticulas de paladio, apés inseridas em tumores, mantém-se concentradas na
area alvo por um periodo prolongado, sem disperséao significativa. Essa propriedade
torna as nanoparticulas de paladio ideais para a ativacéo localizada de pro-farmacos,
reduzindo os efeitos adversos em células saudaveis e aumentando a precisao do

tratamento.13

2.3 Oxido de grafeno

O oxido de grafeno (GO, do inglés, graphene oxide) tem emergido como um
dos materiais mais promissores para aplicagdes em nanomedicina e biotecnologia
devido as suas propriedades Unicas, que o tornam particularmente adequado como
suporte para nanoparticulas na catalise bio-ortogonal. Derivado da oxidacdo do
grafeno puro, o GO é composto por uma estrutura bidimensional com grupos
funcionais oxigenados, como hidroxilas, epoxidos e carboxilas, distribuidos em sua
superficie (Figura 1). Essas funcionalidades tornam o GO altamente dispersivel em
solucbes aquosas, promovendo sua solubilidade e estabilidade, além de facilitar a
penetracdo celular devido a interacdes eletronicas, caracteristicas importantes para
ambientes biolégicos.**
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Figura 1. Representacao da estrutura quimica do 6xido de grafeno.
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Fonte: O autor (2025).

Do ponto de vista de catalise bio-ortogonal, o0 GO também oferece uma area
superficial elevada e diversos sitios de interagcdo que favorecem a imobilizacdo de
nanoparticulas metélicas, como as de paladio. Esses sitios de ancoragem facilitam a
distribuicdo uniforme das nanoparticulas na superficie do GO, 0 que pode aumentar a
atividade catalitica e, consequentemente, a eficiéncia da reacdo de ativacao bio-
ortogonal.*®> Além disso, o0 GO apresenta menor toxicidade em compara¢do com o
grafeno puro, uma caracteristica fundamental para aplicacdes médicas e terapéuticas
gue prezam por uma alta biocompatibilidade e seguranca.®

Com o intuito de aprimorar a especificidade do O6xido de grafeno para
aplicacdes biomédicas, diferentes estratégias de funcionalizacdo tém sido exploradas.
Dentre elas, destaca-se a modificacdo com moléculas capazes de atuar como agentes
de direcionamento, promovendo maior seletividade em terapias alvo-especificas. Um
exemplo amplamente estudado é a funcionalizacdo com acido félico, cuja afinidade
por receptores superexpressos em células tumorais o torna especialmente promissor

para aplicacbes em sistemas de liberagao controlada.

2.3.1 Oxido de grafeno funcionalizado com &cido folico

O écido félico (FA, do inglés, folic acid), também conhecido como vitamina B9,
€ um composto essencial na biossintese de acidos nucleicos e no metabolismo de

aminoacidos. Sua estrutura quimica, composta por um anel pteridina, acido p-
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aminobenzoico e &cido glutamico (Figura 2), permite a interacdo com receptores
especificos presentes na superficie celular, especialmente em células de rapida
proliferacéo, como as cancerosas. Esse comportamento diferencial torna o acido félico
um agente alvo importante em terapias que buscam aumentar a especificidade de

tratamento em tecidos afetados por tumores.?’

Figura 2. Representacéo da estrutura quimica do acido félico.
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Fonte: O autor (2025).

A utilizacdo do acido folico como agente de funcionalizacdo em nanomateriais
tem sido explorada devido a sua capacidade de direcionamento celular. O GO possui
grupos funcionais oxigenados, como hidroxilas, epéxidos e carboxilas, que favorecem
sua modificacdo quimica, permitindo a conjugacdo de moléculas bioativas, como o
acido folico.®

Além disso, a funcionalizagdo com &cido félico possui vantagens especificas
para aplicacdo em terapias bio-ortogonais. Como as células tumorais frequentemente
superexpressam receptores de folato na superficie, o uso de acido félico para
funcionalizar o 6xido de grafeno aumenta a especificidade do nanossistema para
essas células-alvo. Isso possibilita uma entrega mais localizada de agentes
terapéuticos ou pro-farmacos, minimizando os efeitos colaterais sistémicos e
melhorando a eficacia do tratamento.181°

Ademais, essa funcionalizacdo facilita a internalizacdo do sistema por
mecanismos mediados pelo receptor, adaptando-se ao microambiente tumoral e
permitindo o acesso direto ao ambiente intracelular. Esse processo especifico de

reconhecimento e fagocitose apresenta um grande potencial para aplicacdes bio-
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ortogonais que exigem por apresentarem uma alta precisdo nas reac¢oes internas das
células tumorais, maximizando a eficacia e o controle da acéo terapéutica.®20

Apoés o reconhecimento do acido folico pelos receptores superexpressos na
superficie celular, o nanossistema funcionalizado € internalizado por endocitose e, em
ambiente intracelular redutor, sofre degradagédo controlada, liberando o agente
terapéutico ou marcador fluorescente. Esse mecanismo favorece uma liberacdo
localizada e precisa, aumentando a eficacia terapéutica e minimizando efeitos
colaterais. A Figura 3 ilustra esse processo com base no trabalho de Fernandez et al.
(2018), no qual nanomateriais funcionalizados com &cido félico sdo ativados por
glutationa intracelular, promovendo a liberacdo de moléculas como o isotiocianato de

rodamina B no ambiente celular tumoral.?!

Figura 3. Representagdo esquematica da internalizacdo mediada por receptores de folato e
liberacdo intracelular de nanomateriais funcionalizados com acido félico.
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Fonte: Adaptado de Fernandez et al. (2018).%*

Diante do exposto, surge a seguinte questao cientifica: seria possivel aprimorar
a eficiéncia e seletividade de reacdes bio-ortogonais de desprotecéo por meio do uso
de nanoparticulas de paladio suportadas em oOxido de grafeno funcionalizado com
acido fdlico? Parte-se da hipétese de que a funcionalizagdo com &cido félico
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promovera um direcionamento seletivo das nanoparticulas as células tumorais,
aumentando a concentracéo local do catalisador e, consequentemente, a velocidade
de reacao. Além disso, espera-se que o suporte de oxido de grafeno contribua para
uma maior estabilidade e dispersédo das nanoparticulas, otimizando sua performance
catalitica. Com isso, o0 presente trabalho busca desenvolver e caracterizar
nanossistemas cataliticos inovadores, avaliando sua eficacia em ativar pré-fluoréforos
em condi¢Bes que simulam o ambiente biolégico, com vistas a aplicacao futura em
terapias mais seguras e especificas no tratamento do cancer, na ativacao de pro-

farmacos antineoplasicos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um sistema catalitico para desprotecdo de pré-fluoréforos,
utilizando nanoparticulas de paladio suportadas em oOxido de grafeno e é6xido de

grafeno funcionalizado com &cido félico, visando aplicagcdes em ambientes bioldgicos.
3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de Pd(0) e Pd(ll) suportadas em 6xido

de grafeno e 6xido de grafeno funcionalizado com acido félico;

e Sintetizar e caracterizar a molécula 4-metilumbeliferona protegida com o grupo

aleno;

e Realizar estudos cinéticos das reacdes de desprotecdo mediadas por

nanoparticulas de paladio em condicdes similares as biolégicas;

e Realizar estudos cinéticos das reacdes de desprotecdo na presenca de

aditivos;

e Demonstrar o potencial de funcionalizagdo com acido folico para aumentar a

seletividade e eficacia catalitica;

e Aplicar o modelo cinético de Langmuir-Hinshelwood para investigar processos

de adsorcao do substratos.
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4. Metodologia

4.1 Materiais

Os reagentes e materiais necessarios para as etapas de sintese foram
adquiridos de fornecedores comerciais, como a Sigma-Aldrich, Merck, Aldrich, entre
outros. Os solventes utilizados passaram por um processo de purificagdo por
destilac&o e foram armazenados em peneiras moleculares com diametro de 4 A para
garantir sua qualidade. A &gua ultrapura foi obtida através do sistema de purificacdo
TKA Smart2Pure, assegurando a pureza necessaria para as reacfes. Os demais
materiais, como bomba de vacuo, vidrarias, chapas aquecedoras, agitadores
magnéticos, balancas analiticas e rotaevaporador, foram disponibilizados pelo
Laboratério de Catalise Biomimética (LaCBio), do Departamento de Quimica da
UFSC.

4.2 Sintese do substrato propargil-4-metilumbeliferona

O substrato propargil-4-metilumbeliferona (Prop-4-MU) foi utilizado como
precursor para a sintese do substrato aleno-4-metilumbeliferona (Alle-4-MU),
baseando-se em uma versdo modificada de um procedimento relatado na literatura.®
O esquema reacional é apresentado no Esquema 4.

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado K-COs (15,8 mmol) com
4-metilumbeliferona (1 mmol) em 12 mL de CH3CN, sob agitagédo. Apos a dissolucéo,
acrescentou-se brometo de propargila (1,1 mmol, 80% em tolueno), e o sistema foi
fechado com um septo de borracha. A mistura permaneceu em agitagao a 60 °C por
12 horas. ApoOs a reacdo, o solvente foi evaporado sob presséo reduzida e a mistura
foi diluida em agua, seguida de extracdo com CH2Cl2. A fase organica foi lavada, seca
com Na2S04 anidro, filtrada e o solvente evaporado, sem purificagédo adicional.

Esquema 4. Representacdo esquematica da reacdo da protecdo da 4-metilumbeliferona
protegida com o grupo protetor propargil.
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Fonte: Dal Forno et al (2024).
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4.3 Sintese do substrato aleno-4-metilumbeliferona

O substrato aleno-4-metilumbeliferona foi preparado adaptando procedimentos
descritos na literatura (Esquema 5).°

Em um baldo de fundo redondo seco em estufa, equipado com um septo de
borracha e uma barra de agitacéo, adicionou-se Prop-4-MU. O sistema foi evacuado
e preenchido com nitrogénio, e em seguida foram adicionados 10 mL dimetilsulfoxido
(DMSO) 5 mL de terc-butoxido de potassio (t-BuOK) em atmosfera de nitrogénio. O
baléo foi selado e a mistura permaneceu em agitacdo a temperatura ambiente por 24
horas. A mistura reacional bruta foi purificada por cromatografia em coluna, utilizando
uma solucéo de 0 a 4% de acetato de etila em hexano como eluente.

Esquema 5. Representacdo esquematica da reacdo da protecdo da 4-metilumbeliferona
protegida com o grupo protetor aleno.

Fonte: Dal Forno et al (2024).°
4.4 Sintese do 6xido de grafeno funcionalizado com acido félico

A sintese do Oxido de grafeno funcionalizado com acido félico se baseou no
método proposto por Qin et al. (2019)7 e Ma et al. (2015)?? (Esquema 6).

Primeiramente foi feita a carboxilagdo do 6xido de grafeno comercial, onde
foram adicionados 8,4 g hidréxido de sodio (NaOH) e 17 g acido bromoacético
(BrCH2COOH) a uma suspenséo aquosa de 840 mL de 6xido de grafeno (1 mg mL™?).
Em seguida, realizou-se a sonicagdo em banho ultrassénico por 3 horas, convertendo
os grupos OH em COOH. A solugao resultante permaneceu em agitagao por 24 horas.
ApOs o tempo, a solucdo resultante de 6xido de grafeno—COOH foi entdo neutralizada
com acido acético (0,1 mol L) e purificada por sucessivas lavagens em metanol e
agua e filtracbes, obtendo-se uma dispersado estavel em agua deionizada.

O acido félico foi conjugado ao 6xido de grafeno por meio de uma reacao entre
0s grupos COOH do 6xido de grafeno e os grupos NH2 das moléculas de FA. Para
isso, N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC, do inglés 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide) (0,280 mmol) e a N-hidroxisuccinimida (NHS)
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(38,7 mmol) foram adicionados a suspensdo de Oxido de grafeno, e sonicou-se a
mistura por 2 horas. Em seguida, adicionou-se 10 mL de FA (12,36 mg mL?), e a
mistura foi mantida sob agitacdo durante a noite. Os materiais ndo reagidos foram
removidos por uma membrana de dialise de peso molecular de corte (MWCO, do
inglés Molecular Weight Cut-Off) de 3500 contra solugéo de bicarbonato de sodio (pH
8,0) por 48 horas, seguida de dialise em agua destilada por mais 24 horas. Apés a
didlise, a mistura foi filtrada com uma membrana de nylon com poros de 0,2 um de

diametro. O sélido filtrado foi mantido em um dessecador a vacuo.

Esquema 6. Representacao esquematica da rota sintética do éxido de grafeno funcionalizado

com &acido fdlico.
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Fonte: Qin et al. (2019)'" e Ma et al. (2015).22

4.5 Sintese das nanoparticulas de paladio suportadas
4.5.1 Suporte de 6xido de grafeno

A sintese das nanoparticulas suportadas em GO foi adaptada de um método
previamente desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa.t® Esse método foi adaptado

para o uso de Oxido de grafeno como suporte, uma vez que o procedimento original
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empregava grafeno puro. Foi utilizado o polimero P-2VP como agente estabilizante
(Figura 4).

Em dois balées de fundo redondo de 25 mL, foi adicionado 12 mL de agua
deionizada com o éxido de grafeno 10 mg mL™, dispersando-se o 6xido de grafeno
com o auxilio de um ultrassom. Em ambos os balGes foram adicionados 3,6 mL de
uma solucdo aquosa de poli-2(vinilpiridina) (P-2VP) 0,1 mol L' e 1,8 mL de uma
solucéo de acetato de paladio (Pd(OAc)z2) 0,1 mol Lt. Apés aguardar 10 minutos,
adicionou-se uma solucdo aquosa de iodeto de potassio (KI) 0,5 mol L em um dos
baldes para a formagéo de nanoparticulas de Pd(ll) e, no outro, uma solugcdo aquosa
de borohidreto de sédio (NaBH4) 0,5 mol L para a formacdo de nanoparticulas de

Pd(0), deixando a reacao ocorrer por 24 horas.

Figura 4. Representagdo da estrutura quimica do polimero P-2VP.
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Fonte: O autor (2025).

Ao final do periodo, as solucdes foram transferidas para tubos Falcon de
centrifugacdo. Foram adicionados 10 mL de acetona e as amostras foram
centrifugadas a 4000 rpm por 20 minutos. Em seguida, realizou-se trés lavagens com
5,0 mL de acetona, centrifugando cada tubo a 4000 rpm e descartando o

sobrenadante apds cada etapa.
4.5.2 Suporte de 6xido de grafeno funcionalizado com acido félico

A sintese das nanoparticulas suportadas em GO-FA foi realizada da mesma
maneira que a sintese previamente feita com o suporte de grafeno, porém adaptando-

Se com O NOovOo suporte.
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4.6 Estudo cinético com variacdo de substrato

Primeiramente foi construida a construcdo da curva de calibracdo da 4-
metilumbeliferona. Foram preparadas solu¢des padrdo em PBS/DMSO (95:5) com
concentragbes de 0, 50, 100, 150 e 200 umolL™. As leituras foram obtidas no
comprimento de onda de 364 nm, correspondente ao maximo de absorcdo da 4-MU
nessas condi¢gdes experimentais.

Para os sistemas contendo Pd(0), foi realizada uma anélise com variacdo do
substrato Alle-4-MU em sistemas contendo nanoparticulas de paladio para determinar
a constante de velocidade. Foi aplicado o modelo cinético de Langmuir-Hinshelwood
para investigar a adsorcéo e dessorgao dos substratos nas seguintes condi¢des: PBS,
5% DMSO, pH 7,4 e 37 °C. As concentracOes de substrato utilizadas nos ensaios
foram de 0, 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 300 ymol L.

4.7 Métodos

4.7.1 Espectrometria de absorgéo atdbmica

A concentracdo de paladio nas nanoparticulas foi quantificada por
espectrometria de absorcao atbmica, disponivel na Central de Analises, apos digestao

das amostras em solucéo de 2% de agua régia (HCI:HNO3, 3:1) em agua deionizada.

4.7.2 Ressonancia magnética nuclear

A estrutura dos fluoroforos e pro-fluoréforos sintetizados foi determinada por
ressonancia magnética nuclear (NMR). As andlises ocorreram no equipamento
BRUKER 400 MHz, que opera com frequéncias de 400 MHz para espectros de 'H e
de 100 MHz para espectros de 13C, e no equipamento BRUKER 200 MHz, que opera
com frequéncias de 200 MHz para espectros de 'H e de 50 MHz para espectros de
13c_

4.7.3 Microscopia eletrénica de transmissao

Para a determinacdo do tamanho das nanoparticulas foi utlizado o
equipamento de Microscopia Eletronica de Transmissdao (TEM, do inglés.
Transmission Electron Microscopy) analisados no equipamento JEM-1400, disponivel

no Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME). As amostras foram
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preparadas dissolvendo-se as nanoparticulas em DMSO e posteriormente
depositando uma pequena gota da suspensao sobre grades de cobre recobertas com

filme de carbono, especificas para anéalise em TEM.

4.7.4 Espectrofotometria no ultravioleta

Os estudos cinéticos de desprotecdo foram realizados utilizando
espectrofotometria na regido do ultravioleta, através do Espectrofotémetro de UV-vis
Varian Cary 60 Bio em cubetas de quartzo de caminho 6tico de 1 cm, disponivel no
LaCBio. Houve a adaptacdo de uma chapa de agitacdo sob o equipamento e barras
magnéticas em todas as cubetas para que as reacdes pudessem ser realizadas sob
agitacdo de forma homogénea. Para isso, foram feitos testes para determinar as
melhores posi¢cdes da cubeta que garantissem uma melhor homogeneidade no estudo

cinético.
4.7.5 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Os espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR, do inglés.
Fourier Transform Infrared Spectroscopy) para os quatro catalisadores, o 6xido de
grafeno modificado, o 6xido de grafeno padrdo, o acido félico e o polimero poli(2-
vinilpiridina) (P-2VP) foram registrados utilizando o espectrofotometro Perkin-Elmer
Spectrum 100, instalado no LABINC. As analises foram realizadas no modo de
refletancia total atenuada (ATR, do inglés, Attenuated Total Reflectance), aplicando-
se diretamente uma pequena quantidade de cada amostra (cerca de uma ponta de

espatula) sobre o cristal do acessoério ATR, sem necessidade de preparo prévio.
4.7.6 Anélise elementar (CHN)

A analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) foi realizada na
Central de Analises. Foram analisadas amostras sélidas do 6xido de grafeno (GO) e
do oxido de grafeno funcionalizado com &cido félico (GO-FA), previamente secas.
Uma pequena quantidade de cada amostra (cerca de 2 mg) foi pesada e submetida a
andlise. O objetivo foi verificar a presenca e o teor de nitrogénio como indicativo da
incorporacgdo do 4cido folico ao material, uma vez que esse elemento esta ausente no

oxido de grafeno puro e presente na estrutura do folato.
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4.8 Seguranca no laboratério e tratamento de residuos

Durante os procedimentos, foram utilizados equipamentos de protecéo
individual, como jaleco, Oculos de protecdo e luvas. Todos 0s reagentes que
apresentaram risco, seja explosivo, toxico ou irritante, foram manuseados
exclusivamente sob supervisao e dentro da capela.

As reacOes, descartes e demais atividades laboratoriais seguiram
rigorosamente as normas de seguranca descritas no manual basico do laboratorio de
guimica. O descarte dos residuos foi organizado em categorias: residuos
halogenados, residuos ndo halogenados, residuos aquosos (com corre¢cdo de pH
antes do descarte) e residuos soélidos. ApOGs essa separacdo, os residuos foram
encaminhados para o descarte adequado pela empresa PROACTIVA MEIO
AMBIENTE BRASIL LTDA, contratada pela UFSC.
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5. Resultados e discussao

5.1 Sintese dos pré-fluoréforos

Nesta secdo serdo apresentados os resultados da sintese e caracterizacao dos

pro-fluoréforos Prop-4-MU e Alle-4-MU.

5.1.1 Sintese da Prop-4-MU

A sintese de protecéo da 4-MU com o grupo propargilico seguiu um mecanismo
tipico de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) e o produto obtido foi utilizado
como precursor para a sintese do Alle-4-MU. A conversédo do grupo propargilico em
alenilico € uma estratégia conhecida para gerar estruturas com maior reatividade em
catélise bio-ortogonal, ja que o sistema aleno € um bom substrato para reacfes de
desprotecao mediadas por paladio.

O produto obtido foi um sélido de coloracdo amarela clara, com ponto de fuséo
determinado entre 135 e 141°C, em concordancia com dados da literatura.® O
rendimento global da reacéao foi de 91%.

Para garantir a seletividade da reacao e minimizar a formacgao de subprodutos,
como o alcool propargilico, foram tomadas precaucdes rigorosas quanto a secagem
dos reagentes e solventes, incluindo o uso de peneiras moleculares. Um excesso de
carbonato de potassio (K2COs3) foi utilizado com o objetivo de promover a completa
desprotonacao da hidroxila fendlica da 4-MU.

A caracterizacao da Prop-4-MU foi realizada por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (*H NMR) e de carbono-13 (*3C NMR), ambas em
CDClz. No espectro de 'H NMR (400 MHz), apresentando na Figura 5, dois sinais
destacam-se como evidéncia da introducao do grupo propargilico: um tripleto em 2,57
ppm, referente ao préton terminal da tripla ligacdo, com constante de acoplamento JJ
de 2,4 Hz, e um dupleto em 4,74 ppm, relativo aos hidrogénios do grupo CHz: ligado
ao oxigénio. O deslocamento deste ultimo é influenciado pela retirada de densidade
eletrbnica causada pelo oxigénio, o que justifica sua posicdo em campo mais
desblindado. Os demais sinais observados sdo compativeis com a estrutura da 4-MU,
como o dupleto em 2,39 ppm (3H), o quarteto em 6,14 ppm (1H) e os multipletos entre

6,88-7,54 ppm, todos referentes ao sistema aromatico e ao grupo metila da cumarina.
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Figura 5. Espectro de NMR de 'H para a Prop-4-MU em CDCl; (400 MHz. 25 °C).
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Fonte: O autor (2025).

Na Figura 6 esta apresentado o espectro de *C NMR (100 MHz). Foram
identificados 13 sinais, numero de carbonos esperado para o composto sintetizado.
Trés deles, em especial, indicam a presenga do grupo propargilico: os sinais em 77,44
ppm (carbono terminal da tripla ligagao), 76,50 ppm (carbono interno da tripla ligacéo)
e 56,18 ppm (carbono do CH: ligado ao oxigénio). Esses sinais aparecem proximos a
regido do solvente CDCls, mas sédo bem definidos. Os demais picos correspondem
aos carbonos da estrutura da 4-MU, confirmando que a funcionalizagéo néo alterou a
integridade do esqueleto cumarinico. Dessa forma, tanto os dados espectroscopicos
guanto os parametros fisico-quimicos observados confirmam o sucesso na sintese do

derivado propargilico da 4-MU.
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Figura 6. Espectro de NMR de 3C para a Prop-4-MU em CDCIlz (100 MHz, 25 °C).
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Fonte: O autor (2025).

5.1.2 Sintese da Alle-4-MU

O composto aleno-4-metilumbeliferona (Alle-4-MU) foi obtido a partir de uma
reacdo de isomerizacao do grupo propargilico da Prop-4-MU, utilizando t-BuOK como
base forte em meio orgéanico.

Apos a purificacdo do produto, foi obtido um solido branco de aspecto flocado,
com ponto de fusdo entre 101-104 °C. O rendimento final da sintese foi de 14,5%.
Essas caracteristicas estdo de acordo com dados reportados na literatura,® o que
indica a provavel formac¢éo do produto esperado.

A confirmacéo estrutural da Alle-4-MU também foi realizada por espectroscopia
de NMR de 'H e 13C, utilizando CDCIz como solvente. O espectro de *H NMR (200
MHz), apresentado na Figura 7, evidenciou o desaparecimento dos sinais
caracteristicos do grupo propargilico da molécula precursora, localizados em
aproximadamente 2,57 e 4,75 ppm, sendo um indicio de que a isomerizag&o ocorreu.

Em contrapartida, surgiram novos sinais atribuiveis ao grupo aleno: um dupleto em
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5,54 ppm com integracdo de 2H, correspondente aos hidrogénios terminais do aleno
(designados como H1), e um tripleto em 6,83 ppm com integracdo de 1H, referente ao
hidrogénio interno do sistema alenilico (H2). A alta frequéncia desses sinais se deve
a desblindagem eletrénica causada pela conjugacéo com o sistema insaturado e pelo

efeito do atomo de oxigénio proximo ao aleno.

Figura 7. Espectro de NMR de 'H para a Alle-4-MU em CDCI; (200 MHz, 25 °C).
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Fonte: O autor (2025).

O espectro de *C NMR (50 MHz), apresentado na Figura 8, complementou a
analise, apresentando 13 sinais distintos, compativeis com os 13 atomos de carbono
da estrutura. A transicdo do grupo propargilico para o aleno foi confirmada pelo
desaparecimento dos sinais nas regides de 77,44, 76,50 e 56,18 ppm (relacionados
ao grupo propargilico), e pelo surgimento de novos sinais atribuidos ao sistema
protegido com o grupo aleno: 202,82 ppm (carbono central C2, altamente
desprotegido devido as ligacdes duplas adjacentes), 90,33 ppm (carbono terminal C1)
e 116,76 ppm (carbono ligado ao oxigénio, C3). Os demais sinais foram atribuidos ao

nucleo da molécula 4-MU.
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Figura 8. Espectro de NMR de 3C para a Alle-4-MU em CDClI; (50 MHz, 25 °C).
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Fonte: O autor (2025).

5.2 Sintese do 6xido de grafeno funcionalizado com acido félico

A funcionalizac&o do 6xido de grafeno com acido fdlico foi confirmada por meio
da anadlise dos materiais obtidos apds as duas etapas reacionais. Na primeira,
observou-se a conversdo de grupos hidroxila em grupos carboxila, evidenciando a
carboxilacdo bem-sucedida do 6xido de grafeno por meio da rea¢cdo com hidroxido de
sédio e acido bromoacético. Essa modificagdo foi essencial para a posterior
conjugacao com o acido félico, uma vez que introduziu sitios de ligacao apropriados.

Na segunda etapa a conjugacdo com o acido folico foi realizada através da
ativacdo dos grupos carboxila com EDC/NHS, seguida pela reagdo com 0s grupos
amina do éacido félico. O EDC primeiro ativa os grupos carboxila do GO-COOH,
formando um intermediario ativado. O NHS entédo transforma este intermediario em
um éster mais estavel (GO-COO-NHS), que finalmente reage com o grupo amina do

acido félico, formando uma ligagdo amida estavel (GO-CO-NH-FA).%’
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A confirmacgao da funcionalizagéo foi obtida por ATR-FTIR, conforme mostrado
na Figura 9. A analise comparativa dos espectros de GO, GO-COOH e GO-FA revela

modificacOes caracteristicas ao longo das etapas de sintese.

Figura 9. Espectros de ATR-FTIR dos materiais GO, GO-COOH e GO-FA.
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Fonte: O autor (2025).

No espectro do GO, observam-se bandas caracteristicas de grupos oxigenados
provenientes da oxidacdo do grafeno, como a banda larga de estiramento do grupo
hidroxila v(-OH) em 3380 cm™, o v(C=0) de grupos carboxila em 1690 cm¥, e o
v(C-0) de epoxidos e alcoois entre 1000 e 1200 cm. Uma banda intensa préxima de
1550 cm* corresponde ao estiramento do carbono sp? (C=C), indicativo da estrutura
conjugada do esqueleto do grafeno. Essa banda permanece evidente nos trés
materiais e € uma das mais intensas, uma vez que o grafeno continua sendo a
estrutura majoritaria em todos os casos.*®

No GO-COOH, dever-se-ia observar um aumento relativo na intensidade da
banda de v(C=0) em 1690 cm?, reflexo do aumento na densidade de grupos carboxila

apos a carboxilacdo do GO com acido bromoacético. Entretanto, o que se observou
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foi o contrario, sendo a banda da carbonila do GO maior, assim como todas as outras
bandas. Isso provavelmente ocorreu devido ao fato da amostra de GO estar mais
concentrada. Além disso, hd uma diminuicdo da largura da banda de v(-OH), o que
indica que parte dos grupos hidroxila foram convertidos em carboxilas. A banda de
v(C=C) do esqueleto sp? (1550 cm™) mantém sua intensidade, sugerindo que a
funcionalizacdo ocorreu principalmente nas bordas ou nos defeitos da estrutura, sem
comprometer significativamente o nucleo conjugado do grafeno.

J4 no GO-FA, observam-se alteracdes mais significativas. A banda de
estiramento C=0, inicialmente centrada em 1690 cm, apresenta um deslocamento
para regides mais baixas e uma diminuic&o de intensidade em comparac¢ao aos outros
materiais. Esse comportamento € compativel com a conversédo parcial de grupos
carboxila em ligacdes amida, resultado da reagcdo com 0s grupos amina do &cido
folico.?® Além disso, observa-se uma banda adicional intensa na regido de 1450 cm™,
tipica do estiramento C—N de amidas. Esses sinais confirmam a formacéo de ligacdes
covalentes entre 0 GO-COOH e o acido félico. Apesar da modificacdo, a banda de
estiramento C=C do carbono sp? (1580 cm™) continua presente e intensa, indicando
gue a estrutura basal do grafeno foi preservada.?® Além disso, mdltiplas bandas entre
1000-1200 cm* se tornam mais evidentes, provavelmente associadas aos modos
vibracionais dos anéis heterociclicos do &cido folico (pteridinico e benzénico), o que
contribui para um espectro vibracional mais complexo neste material final.

Ademais, no espectro de FTIR do GO-FA, observa-se uma banda adicional na
regiao de aproximadamente 750 cm™, ausente nos espectros do GO e do GO-COOH.
Essa banda pode ser atribuida a deformagdao fora do plano &(C-H) de anéis
aromaticos, caracteristica comum em estruturas contendo anéis benzénicos ou
heterociclicos. No contexto do presente trabalho, essa vibracdo esta provavelmente
relacionada a presenca dos anéis aromaticos do acido folico, especialmente das
unidades pteridinica e p-aminobenzdica, que fazem parte de sua estrutura molecular.
A presenca dessa banda, portanto, reforca a evidéncia da funcionalizacdo do 6xido
de grafeno com &cido félico, uma vez que representa uma assinatura espectroscopica
tipica de grupos aromaticos complexos introduzidos por essa molécula bioativa.?*

A andlise elementar (CHN) foi empregada como ferramenta complementar para
investigar a incorporagdo do &cido félico ao 6xido de grafeno. A Tabela 1 apresenta
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os valores de carbono, hidrogénio e nitrogénio obtidos para o 6xido de grafeno padrao

e para o oxido de grafeno funcionalizado com acido félico.

Tabela 1. Resultados da analise CHN para GO e GO-FA.

Amostra Carbono (%) Hidrogénio (%) Nitrogénio (%)
GO 91,15 0,25 0,91
GO-FA 87,74 0,84 2,56

Fonte: O autor (2025).

A comparacéo entre os dados para as duas amostras evidencia um aumento
no teor de nitrogénio na amostra funcionalizada com acido folico (de 0,91% para
2,56%). Esse incremento esta diretamente relacionado a presenca de grupos amina
na estrutura do &cido félico, que se tornam parte do material final apds a reacdo de
conjugacdo mediada por EDC/NHS. Como o oOxido de grafeno puro possui uma
guantidade muito baixa de nitrogénio, esse aumento serve como um forte indicativo
da funcionalizacdo bem-sucedida. Além disso, observa-se uma leve reducéo no teor
de carbono, o que pode ser atribuido a diluicdo da fracdo de carbono da matriz de GO
devido a adicao de grupos heteroatdmicos oriundos do &cido folico.

5.3 Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de Pd

Esta secdo apresenta a discussdo dos dados de caracterizacdo das
nanoparticulas de paladio suportadas em 6xido de grafeno (GO) e 6xido de grafeno

funcionalizado com acido félico (GO-FA), tanto para Pd(0) quanto para Pd(ll).
5.3.1 Nanoparticulas de Pd(0)

A Tabela 2 apresenta as concentracdes de paladio determinadas por
espectrometria de absorcdo atbmica (AAS) nas amostras suportadas em GO e GO-
FA. Os resultados indicam uma incorporacdao eficiente do metal nas duas superficies,

com leve aumento da concentragdo de Pd na amostra funcionalizada com acido folico.
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Tabela 2. Concentragcdo percentual de Pd(0) nas nanoparticulas suportadas em GO e GO-
FA.

Concentracéo de Pd (%) em Concentracao de Pd (%) em
Pd(0)-P-2VP@GO Pd(0)-P-2VP@GO-FA
6,53 £ 0,31 7,35+0,45

Fonte: O autor (2025).

As imagens obtidas por TEM, apresentadas na Figura 10, evidenciam uma boa
dispersdo das nanoparticulas sobre os dois tipos de suporte. Em Pd(0)-P-2VP@GO,
as particulas aparecem bem distribuidas com diametro médio de 1,49 + 0,61 nm,
conforme mostrado no histograma de distribuicdo de tamanho. Ja nas amostras com
GO-FA, observa-se uma distribuicdo semelhante, mas com particulas ligeiramente
maiores (1,75 £ 0,25 nm), 0 que pode estar associado a diferencas na interacdo entre
0 suporte funcionalizado e o metal durante o processo de formacdo das
nanoparticulas. Em ambos os casos, ndo foram observados aglomerados
significativos, indicando que o polimero P-2VP atuou de forma eficaz na estabilizacdo

das nanoparticulas durante a sintese.
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Figura 10. Micrografias (a, b) e histogramas (c, d) das nanoparticulas de Pd(0) estabilizadas
com P-2VP, suportadas em 6xido de grafeno (GO) [(a), (c)] e 6xido de grafeno funcionalizado
com acido folico (GO-FA) [(b), (d)]. As escalas das micrografias correspondem a 100 nm para
(a) e 50 nm para (b).
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Fonte: O autor (2025).

A Figura 11 apresenta os espectros de ATR-FTIR para as nanoparticulas de
Pd(0)-GO e Pd(0)-GO-FA. Ambos os espectros mantiveram as bandas caracteristicas
do 6xido de grafeno, como a banda de estiramento O—H (3400 cm), o estiramento
C=0 (1720 cm™), o estiramento de C=C do esqueleto sp? (1580 cm™) e bandas
associadas a ligacdes C-O (1000-1200 cm'?).
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Figura 11. Espectros ATR-FTIR das nanoparticulas de Pd(0)-GO e Pd(0)-GO-FA.
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Fonte: O autor (2025).

Para uma melhor observacdo das possiveis modificacbes promovidas pela
adicdo do polimero P-2VP e do &cido folico, foi realizada a comparacao dos espectros
de Pd(0)-GO e Pd(0)-GO-FA com os espectros de GO puro e P-2VP na regido entre
1750 e 1000 cm?1, apresentado na Figura 12. Essa regido foi escolhida por concentrar
as bandas mais relevantes associadas a grupos funcionais como carbonilas,

aromaticos, ligacbes C—N e amidas.
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Figura 12. Espectros ATR-FTIR das nanoparticulas de Pd(0)-GO e Pd(0)-GO-FA, P-2VP e
GO na regiéo de 1750-1000 cm™.
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Fonte: O autor (2025).

Apesar da inclusdo do espectro do polimero P-2VP, nédo foi possivel identificar
bandas claramente atribuiveis a ele nas amostras com Pd(0). As bandas
caracteristicas do P-2VP, observadas entre 1600 e 1400 cm™ no espectro puro, se
sobrepdem as bandas intensas e largas do GO, dificultando sua detecc¢éo. Esse efeito
€ esperado, considerando que o P-2VP esta presente em baixa proporcéo e que o GO
representa a maior parte da composicao espectral dos materiais.

Da mesma forma, ndo foram observadas alteracGes evidentes relacionadas a
presenca do acido félico no espectro da amostra Pd(0)-GO-FA. As bandas esperadas
para ligacdes amida, proximas de 1650-1550 cm™, podem ter sido encobertas pelas
contribuicdes vibracionais do préprio suporte e do polimero estabilizante, ou estarem
abaixo do limite de deteccdo do equipamento, uma vez que o folato representa uma
fracdo minima da massa total do material.

Embora os espectros de ATR-FTIR ndo tenham revelado modificagoes

marcantes, a funcionalizacdo com acido félico e a estabilizacdo com P-2VP séao
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apoiadas por evidéncias indiretas, como a boa dispersado observada nas imagens de

TEM e o incremento percentual de nitrogénio através do CHN.

5.3.2 Nanoparticulas de Pd(ll)

A Tabela 3 apresenta as concentragbes de paladio determinadas por
espectrometria de absorcao atdmica nas amostras suportadas em GO e GO-FA. Os
valores obtidos demonstram que ambas as amostras apresentaram boa incorpora¢éo

do metal, com leve reducédo no teor de Pd na amostra funcionalizada com &cido folico.

Tabela 3. Concentracéo percentual de Pd(Il) nas nanoparticulas suportadas em GO e GO-
FA.

Concentracéo de Pd (%) em Concentracéo de Pd (%) em
Pd(I)-P-2VvP@GO Pd(Il)-P-2VP@GO-FA
6,47 £ 0,39 6,11 + 0,22

Fonte: O autor (2025).

As imagens obtidas por TEM, apresentadas na Figura 13, mostram uma
morfologia distinta entre os dois materiais. As nanoparticulas de Pd(Il)-P-2VP@GO
apresentaram distribuicdo heterogénea, com presenca de particulas maiores e
aglomerados, e um diametro médio de 7,5 £ 2,3 nm. Por outro lado, a amostra Pd(ll)-
P-2VP@GO-FA exibiu particulas mais uniformes, com distribuicdo mais estreita e
didmetro médio de 4,5 + 0,6 nm, sugerindo que a presenca do acido folico contribuiu
para um controle mais eficiente no crescimento das nanoparticulas. Em ambas as
amostras, a presenca do polimero P-2VP parece ter auxiliado na dispersdo e

estabilizacdo das particulas.
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Figura 13. Micrografias (a, b) e histogramas (c, d) das nanoparticulas de Pd(ll) estabilizadas
com P-2VP, suportadas em 6xido de grafeno (GO) [(a), (c)] e 6xido de grafeno funcionalizado
com acido folico (GO-FA) [(b), (d)]. As escalas das micrografias correspondem a 100 nm para

(@) e (b).
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Fonte: O autor (2025).

A Figura 14 apresenta os espectros de ATR-FTIR das nanoparticulas de Pd(ll)-
GO e Pd(I)-GO-FA. Ambos os materiais preservaram as principais bandas do 6xido
de grafeno, incluindo a banda de estiramento O—H (3400 cm™), o estiramento C=0
(1720 cm?), o estiramento C=C do esqueleto sp2 (1580 cm™), e bandas associadas a
ligacdes C—O (1000-1200 cm?).
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Figura 14. Espectros de ATR-FTIR das nanoparticulas de Pd(I1)-GO e Pd(I)-GO-FA.
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Fonte: O autor (2025).

Assim como feito para as nanoparticulas de Pd(0), foi feita uma comparacéo
entre os espectros de Pd(I1)-GO e Pd(Il)-GO-FA com os espectros do GO puro e do
polimero P-2VP na regido entre 1750 e 1000 cm™, onde se concentram bandas
atribuidas a grupos carbonila, aromaticos, amidas e ligacdes C—N. Os espectros estédo
apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Espectros de ATR-FTIR das nanopatrticulas de Pd(I)-GO e Pd(Il)-GO-FA, P-2VP
e GO na regido de 1750-1000 cm™.
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Fonte: O autor (2025).

Os espectros obtidos foram similares aos das nanoparticulas de Pd(0), ndo
sendo possivel identificar com clareza bandas especificas atribuidas ao P-2VP nas
amostras de Pd(ll). As bandas caracteristicas do polimero (1600-1400 cm) estédo
fortemente sobrepostas as bandas do GO, dificultando a deteccao direta. Como dito
anteriormente, a presenca do P-2VP, no entanto, € apoiada pelas evidéncias
morfologicas observadas nas imagens de TEM, como a boa dispersédo das particulas.
Da mesma forma, as bandas associadas a formacéo de ligacbes amida (esperadas
entre 1650-1550 cm™) também ndo foram claramente observadas na amostra
funcionalizada com &cido félico. Isso pode ser explicado pela sobreposi¢édo de sinais,
baixa proporcéo do folato no material ou sensibilidade limitada do modo ATR para

esse tipo de deteccao.
5.4 Cinéticas de desprotecéao

Nesta secédo serdo apresentados os estudos cinéticos de desprotecao do pro-
fluoréforo modelo Alle-4-MU, realizados utilizando espectrofotometria no ultravioleta
(UV-vis), sob condigbes que mimetizam o ambiente biolégico (PBS 95%/ DMSO 5%,
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37 °C, pH 7,4). As reagdes foram conduzidas com agitagdo homogénea, com o auxilio
de uma chapa de aquecimento sob o equipamento UV-vis, padronizando a posicéo
da chapa e das cubetas fechadas para garantir reprodutibilidade e melhor controle

cinético. A chapa foi disposta conforme demonstrado na Figura 16.

Figura 16. Disposi¢cdo da chapa de agitacao sob o equipamento de UV-vis para a realizacéo

das cinéticas.
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Fonte: O autor (2025).

Foram realizados ensaios preliminares com o objetivo de determinar as
posicdes mais adequadas para a realizacao das cinéticas de desprotecao. Para isso,
foram utilizadas 12 cubetas dispostas em diferentes posi¢cdes no carrossel do
equipamento, permitindo a comparacdo das condicbes de agitacdo entre o0s
compartimentos. Durante os experimentos, observou-se uma instabilidade na linha de
base das leituras espectrofotométricas. Como medida corretiva, adotou-se o
procedimento de subtracéo da linha de base, utilizando a absorbancia registrada em

500 nm como referéncia para correcao das leituras em 364 nm.
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5.4.1 Curva de calibracao

Para quantificar a conversdo da molécula 4-metilumbeliferona protegida (Alle-
4-MU) em sua forma desprotegida (4-MU) durante os experimentos cinéticos, foi
necessario estabelecer uma relacdo linear entre a concentracdo de 4-MU e sua
absorbancia no comprimento de onda de 364 nm. Esse comprimento foi selecionado
com base na varredura espectral, apresentado na Figura 17, que mostrou uma banda
caracteristica de absorcao para a 4-MU, enquanto a forma protegida (Alle-4-MU) néo
apresentou absorcgdo nessa regiao.

Figura 17. Espectros de absorcdo UV-Visivel de 4-MU e Alle-4-MU (Condicdes gerais:
100 pmol L™t em PBS/DMSO 95:5, pH 7,4, 37°C).
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Fonte: O autor (2025).

Os dados obtidos foram plotados em um grafico de absorbancia (A) versus
concentragédo (C), conforme apresentado na Figura 16, gerando uma curva de
calibracao linear. A relacdo entre a absorbancia e concentracéo é dada pela equacéo

de Lambert Beer (Equacao 1).

A=E&EDbC (Equacéo 1)

Onde: A é a absorbancia, € é o coeficiente de absortividade molar, b é o
caminho otico da cubeta (1 cm) e C € a concentragéao da solucéo.
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A partir do coeficiente angular da reta, foi possivel determinar o coeficiente de
absortividade molar da 4-MU em 364 nm, sendo este de
7837,59 + 43,60 L mol* cm. Esse valor foi posteriormente utilizado para calcular a
concentracdo de 4-MU formada durante os experimentos cinéticos, permitindo a
determinacdo da taxa de desprotecdo em funcdo do tempo. A curva de calibracdo é
apresentada na Figura 18.

Figura 18. Curva de calibracdo de 4-MU em 364 nm (Condicdes gerais: PBS/DMSO 95:5, pH
7,4, 37°C).
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Fonte: O autor (2025).

5.4.2 Cinética de desprotecdo por nanoparticulas de Pd(0)

O processo catalitico promovido por nanoparticulas metélicas, especialmente

em sistemas heterogéneos, pode ser descrito pelo mecanismo simplificado abaixo:

K kL
R+C = RC - P

Em que R é o substrato (Alle-4-MU), C é o catalisador, RC representa o
complexo adsorvido na superficie catalitica, e P é o produto (nesse caso, a 4-MU).
Esse modelo pressupde que a adsorcao do substrato na superficie da nanoparticula

precede a transformacao quimica e a liberacdo do produto.
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Com base nesse modelo, as curvas de saturacdo obtidas com as
nanoparticulas de Pd(0) foram ajustadas segundo a equacao do modelo de Langmuir-

Hinshelwood (Equacéo 2), com dependéncia da concentracdo do substrato:

k;-S'K-[R]
1+ K [R]

Vo = Equacéo (2)

Nessa equacdo, Vo representa a velocidade inicial da reacdo, [R] é a
concentracdo do substrato (Alle-4-MU), K é a constante de adsorcdo do substrato na
superficie do catalisador, ki é a constante de velocidade da etapa de transformacéao
do substrato adsorvido em produto, e S é a area superficial total disponivel do
catalisador por unidade de volume, estimada a partir do raio meédio das
nanoparticulas, concentracdo do catalisador e volume do meio reacional. O modelo
descreve sistemas em que a velocidade da reacdo depende tanto da afinidade do
substrato pela superficie catalitica quanto da eficiéncia da etapa quimica
subsequente.

Na Figura 19, observa-se o perfil cinético da desprotecdo catalisada pelas
nanoparticulas de Pd(0) suportadas em oOxido de grafeno. Ja a Figura 20 mostra a
mesma reacdo catalisada por nanoparticulas de Pd(0) suportadas em GO
funcionalizado com &cido félico (GO-FA). Ambas as curvas exibem comportamento
tipico de saturacdo, coerente com o modelo de Langmuir-Hinshelwood, no qual a

adsorcéao do substrato limita a velocidade da reacdo em altas concentragdes.



55

Figura 19. Curva cinética de saturacéo da reacao de desprotecao do pré-fluoréforo Alle-4-MU
catalisada por Pd(0)-P-2VP@GO. Condicdes gerais: [Alle-4-MU] = 25-300 pmol L*,
[catalisador] = 10 pmol L, PBS/DMSO (95:5), 37 °C, pH 7,4, A = 364 nm.
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Figura 20. Curva cinética de saturacéo da reacdo de desprotecao do pré-fluoréforo Alle-4-MU

catalisada por Pd(0)-P-2VP@GO-FA. CondicGes gerais: [Alle-4-MU] 25-300 pumol L%,
[catalisador] = 10 pmol L, PBS/DMSO (95:5), 37 °C, pH 7,4, A = 364 nm.
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Fonte: O autor (2025).

A funcionalizagcdo com &cido félico promoveu um aumento expressivo nos
parametros cinéticos. Para o catalisador Pd(0)-P-2VP@GO (Figura 18), os valores

ajustados foram k.= 2,625x10° molm?s™* e K= 18231,1 L mol. J& para o catalisador
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Pd(0)-P-2VP@GO-FA (Figura 19), os valores foram k.= 2,943x10° molm32s? e
K= 43827,6 L moll. Observa-se, portanto, um aumento de aproximadamente 10.000
vezes na constante de velocidade da reagéo (kL) e um incremento de mais do que o
dobro na constante de adsorcéo (K), com a introducéo do acido félico. Tais melhorias
sugerem maior afinidade do substrato com a superficie funcionalizada, possivelmente
devido a interagbes especificas como empilhamento T—1T entre os anéis aromaticos
do acido félico e do pré-fluoréforo, além de interacfes eletrostaticas favorecidas pela
presenca de grupos ionizaveis na estrutura do folato (como carboxilatos e aminas),
gue podem estabelecer atracdo com grupos polares ou carregados do substrato em
meio aquoso. Esses resultados evidenciam o potencial da funcionalizacdo com folato
para aprimorar a seletividade e a eficiéncia catalitica de sistemas baseados em Pd(0),
especialmente em contextos biomédicos onde a ativacao localizada de pré-farmacos
€ desejavel.

Para aprofundar a compreensdo sobre o estado de oxidacdo ativo das
nanoparticulas de paladio durante as reacdes de desprotecdo, foram conduzidos
experimentos adicionais na presenca de aditivos com afinidades especificas por
diferentes espécies de paladio. Os aditivos selecionados foram o &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), por ser um bom agente complexante com espécies de Pd(ll),?®

e tioureia (CH4N2S), tendo maior afinidade com espécies de Pd(0).?’

Figura 21. Representagdo da estrutura quimica do EDTA e da tioureia.
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Fonte: O autor (2025).

Os perfis cinéticos obtidos para os sistemas cataliticos na presenca desses

aditivos estao apresentados na Figura 22.
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Figura 22. Cinéticas do catalisador Pd(0)-P-2VP@GO (A) e Pd(0)-P-2VP@GO-FA (B) com

adicdo de CH4N>S e EDTA. Condigbes gerais:

[Alle-4-MU] = 100 pmol L%,

[aditivos] = 10 umol L, 95% PBS/5% DMSO, 37 °C, pH=7,4, A = 364 nm.
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Fonte: O autor (2025).
Na reacdo catalisada pelo material suportado com GO, observou-se uma

Tempo/h

reducdo na conversao na presenca de ambos os aditivos, EDTA e tioureia. No entanto,
para o EDTA, esse comportamento ndo deve ser interpretado como um
envenenamento, visto que o erro associado a esta cinética pode estar relacionado as
limitacBes da técnica UV-vis para esse tipo de sistema. Por outro lado, ao se analisar
0 comportamento do sistema funcionalizado com acido folico, observa-se uma
resisténcia maior a acao dos aditivos, especialmente da tioureia, o que indica que as
modificagdes promovidas pela funcionalizagéo foram eficazes em evitar inativacoes
indesejadas.

Esse desempenho refor¢ca que o acido félico exerce um papel estabilizador e
organizacional na superficie do catalisador, possivelmente reduzindo a acessibilidade
dos complexantes aos centros ativos e promovendo uma interagdo mais seletiva com
o substrato. Além disso, o sistema funcionalizado apresentou conversées maiores do
gue o sistema sem folato, mesmo na presenca dos agentes complexantes,

demonstrando maior eficacia catalitica.

5.4.3 Cinética de desprotecado por nanoparticulas de Pd(ll)

Devido a alta velocidade das reacdes de desprotecdo catalisadas pelas
nanoparticulas de Pd(Il), assim como as limitacbes da técnica utilizada, nao foi
possivel obter velocidades iniciais confiaveis para a construcdo das curvas de

saturacao baseadas no modelo de Langmuir-Hinshelwood. As conversdes ocorreram
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de forma extremamente rapida logo nos primeiros segundos da reacdo, mesmo sob
baixas concentracdes de substrato, inviabilizando o ajuste cinético adequado. Ainda
assim, para investigar o estado cataliticamente ativo e o perfil dos sistemas, foram
conduzidas reacfes na presenca dos aditivos EDTA e tioureia, cujos perfis cinéticos
estao apresentados na Figura 23.

Figura 23. Cinéticas do catalisador Pd(Il)-P-2VP@GO (A) e Pd(Il)-P-2VP@GO-FA (B) com
adicdo de CHsN.S e EDTA. Condicbes gerais: [Alle-4-MU] = 100 pupmol L%,
[aditivos] = 10 umol L%, 95% PBS/5% DMSO, 37 °C, pH =74, A = 364 nm.
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Fonte: O autor (2025).

Para o sistema suportado com o6xido de grafeno, observou-se um leve
aumento na conversao na presenca do EDTA. No entanto, esse incremento nao deve
ser interpretado como um ganho real de desempenho catalitico, mas sim como uma
possivel variagdo experimental, dentro da margem de erro do equipamento utilizado,
gue, como dito anteriormente, ndo € o mais adequado para reacfes rapidas e
heterogéneas. Na prética, observou-se uma ligeira desaceleracdo da conversao em
presenca do EDTA, o que pode ser indicativo da complexagéo de espécies lixiviadas
de Pd(Il) que estariam atuando em solu¢cdo, comprometendo sua disponibilidade no
sistema heterogéneo. A adicdo de tioureia, por sua vez, causou uma reducado mais
pronunciada na conversdo, embora sem inibir completamente a reacéo.

No sistema funcionalizado com &cido fdlico, observou-se que o EDTA néo
comprometeu a conversao, demonstrando que o0 material apresenta maior
estabilidade e uma possivel menor propenséao a lixiviacdo de espécies de Pd(ll) para
0 meio reacional. Essa resisténcia a acao do EDTA reforca a eficacia da modificacao
com acido fdlico, indicando que o metal permanece mais firmemente ancorado ao

suporte funcionalizado.
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A tioureia, embora tenha causado alguma inibicdo, também néo foi capaz de
eliminar completamente a atividade catalitica, indicando que os sitios ativos
protegidos pela funcionalizacdo continuam operantes. De modo geral, o sistema
funcionalizado com &cido folico apresentou as maiores conversdes em todas as
condi¢cdes testadas, demonstrando que a funcionalizagdo com acido folico aumentou
significativamente a eficacia e a robustez catalitica do sistema, tornando-o promissor

para aplicacbes em ambientes mais complexos.
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6. Conclusdo

O presente trabalho teve como objetivo 0 desenvolvimento e a avaliacdo de
sistemas cataliticos baseados em nanoparticulas de paladio suportadas em 6xido de
grafeno (GO) e em 6xido de grafeno funcionalizado com &cido félico (GO-FA), visando
aplicac6es em reacdes bio-ortogonais, com potencial para ativagdo localizada de pré-
farmacos em ambiente biolégico. A sintese do GO-FA foi confirmada através das
técnicas de CHN e ATR-FTIR. As nanoparticulas foram obtidas com sucesso nos
estados de oxidacdo Pd(0) e Pd(ll), apresentando tamanhos nanométricos bem
distribuidos e boa disperséo nos suportes, conforme evidenciado por TEM.

As reacdes de desprotecao do pro-fluoréforo modelo aleno-4-metilumbeliferona
demonstraram que os sistemas cataliticos sdo ativos em meio biolégico simulado. As
curvas cinéticas das nanoparticulas de Pd(0) mostraram comportamento compativel
com o modelo de Langmuir-Hinshelwood, e os parametros obtidos indicaram melhora
expressiva na constante de velocidade e na constante de adsorcédo quando o suporte
foi funcionalizado com acido félico, com um aumento de aproximadamente quatro
ordens de grandeza na constante de velocidade (kL) e o dobro do valor na constante
de adsorcéo (K) em comparacédo ao sistema nao funcionalizado. Esses resultados
sugerem maior afinidade do substrato pelo catalisador funcionalizado, possivelmente
devido a interacdes especificas promovidas pelo folato.

Nos sistemas com GO-FA, a funcionalizacéo com acido félico se mostrou eficaz
ao conferir maior estabilidade catalitica frente aos aditivos, além de manter
conversdes superiores em comparagao aos sistemas sem funcionalizagéo. Para os
catalisadores de Pd(ll), embora ndo tenha sido possivel aplicar o modelo cinético de
Langmuir-Hinshelwood, os resultados demonstraram atividade -catalitica, sendo
novamente observada maior eficAcia e resisténcia a inativacdo nos sistemas
funcionalizados com acido fdlico.

Dessa forma, os resultados obtidos confirmam que a funcionalizagdo do
suporte com acido félico ndo apenas permite o direcionamento seletivo, como também
contribui significativamente para a estabilidade e o desempenho catalitico do sistema.

Tais caracteristicas tornam os nanocatalisadores desenvolvidos promissores para
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aplicacOes futuras em estratégias terapéuticas de alta seletividade, como a ativagédo
localizada de pro-farmacos em células tumorais por reacdes bio-ortogonais.
Contudo, uma etapa futura importante para a otimizacao da eficiéncia catalitica
serd a investigacdo das causas da baixa conversao observada, o que podera envolver
tanto a modificacdo do estabilizante das nanoparticulas quanto ajustes na estrutura e
funcionalizacdo do suporte. Também sera fundamental empregar técnicas analiticas
mais sensiveis e apropriadas para 0s estudos cinéticos realizados, como a
espectroscopia de fluorescéncia utilizando fluorimetro, a fim de obter resultados mais

precisos e confiaveis.
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