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1. Resumo

As nanoparticulas tém sido utilizados em vastas aplicacdes, desde o armazenamento de energia até a
biotecnologia. A natureza versatil destes materiais esta ligada a possibilidade de adaptar de forma
controlada as propriedades fisicas e quimicas dos materiais. Materiais inorganicos demonstraram
apresentar estabilidade quimica e estrutural superior em comparagdo com materiais organicos. Assim,
materiais nanoestruturados inorgénicos ganharam consideravel importancia em diversas aplicaces
biotecnoldgicas relacionadas a materiais compasitos para implantes, sensores e liberacdo de farmacos.
Os sistemas de administracdo de farmacos desempenham varios papéis, tais como melhorar a fraca
solubilidade, aumentar a estabilidade in vivo e otimizar a biodistribuicdo e a farmacocinética dos
medicamentos. Eles também podem ser usados para direcionar tecidos especificos e tipos de células
através da funcionalizacdo apropriada. No entanto, sua aplicacdo biotecnoldgica ainda é bastante
limitada que se deve a eventual citotoxicidade e baixa estabilidade coloidal da maioria destas
particulas. Entre estas particulas, as estruturas baseadas em carbono chamam a atencdo de diversos
grupos de pesquisas devido a biocompatibilidade, alta area de superficie e estabilidade. Deste modo,
se faz necessario a preparacdo de novas nanoparticulas que apresentam baixa citotoxicidades,
condicdes essenciais para direcionar o desenvolvimento de novos sistemas para administracdo de
medicamentos.

Entre os materiais a base de carbono, as particulas de nanodiamante (NDs) comegaram a emergir
como novas candidatas para aplicacGes promissoras no campo da nano-biotecnologia, como sonda de
imagens e transportadoras de medicamentos. Os NDs ndo apresentam citoxicidades quando
comparados a outros tipos de nanoparticulas, como por exemplo, particulas de ouro. Entre as
estratégias ndo penetrantes do tratamento antineopléasico, as terapias fotodinamica (PDT) e
fototérmica (PTT) sdo consideradas as mais eficazes para o futuro. Até agora, o desenvolvimento de
PDT e PTT é limitado pela capacidade da penetracdo da luz no tecido. Esta pesquisa esta focada na
elaboracdo e investigacao de novos nanomateriais hibridos que podem ser usados na terapia invasiva
estabelecida mais recentemente, com base no tratamento ultrassonografico (Sonodinadmica) e de raios-
X moles (Fotodindmica) do cancer. Neste projeto, uma abordagem de preparacdo de nanocompdsitos
de NDs funcionalizados foi realizada. A ideia do projeto é baseada na funcionalizacdo de NDs com
grupos fotorremoviveis que, na presenca de radiacdo UV, pode liberar farmacos de modo seletivo para
dentro da célula. A imobilizagdo covalente de foto-sensibilizadores e componentes bioativos na
superficie de nanocompositos via linker foto-clivavel é planejada para garantir sua liberacdo

controlada.



2. Abstract

Nanoparticles have been used in vast applications ranging from energy storage to biotechnology.
However, its biotechnological application is still quite limited due to the eventual cytotoxicity and
low colloidal stability of most of these particles. Among these particles, carbon-based structures attract
the attention of various research groups due to biocompatibility, high surface area and stability. Thus,
it is necessary to prepare new nanoparticles that have low cytotoxicities, essential conditions to direct
the development of new systems for administering drugs. Among carbon-based materials,
nanodiamond particles (NDs) have begun to emerge as new candidates for promising applications in
the field of nano-biotechnology, such as imaging and drug carriers. NDs do not present cytokinds
when compared to other types of nanoparticles, such as gold particles. Among the non-penetrating
strategies of antineoplastic treatment, photodynamic (PDT) and photothermal (PTT) therapies are
considered the most effective for the future. So far, the development of PDT and PTT is limited by
the ability of light penetration into tissue. This research is focused on the elaboration and investigation
of new hybrid nanomaterials that can be used in the most recently established invasive therapy, based
on ultrasound (sonodynamics) and soft X-ray (Photodynamic) treatment of cancer.

In this project, an approach to the preparation of nanocomposites of functionalized NDs was
performed. The idea of the project is based on the functionalization of NDs with photorechangeable
groups that, in the presence of UV radiation, can selectively release drugs selectively into the cell.
The covalent immobilization of photosensitizers and bioactive components on the surface of
nanocomposites via photo-cleavable linker is planned to guarantee their controlled release.

3. Introducéo

3.1. Sistema de liberacdo controlada de farmacos e sua importancia

Os metodos convencionais de administracdo sdo desenvolvidos para liberar rapidamente o
agente ativo (moléculas bioativas) ou terapéutico (farmaco). Geralmente sdo empregados sistemas
diluentes soltveis com o intuito de favorecer a dissolugédo do agente, embora manter os niveis de sua
concentragéo dentro da faixa terapéutica ainda seja um grande desafio®. Em terapias convencionais
de administracdo, a concentragdo do farmaco na corrente sanguinea aumenta até atingir o nivel

méaximo de dissolugdo (pico) e entdo comeca a declinar. A partir deste ponto, é necessaria a
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administracdo de nova dose para manter os niveis de concentracdo. Com o objetivo de contornar este
problema, o avanco cientifico no campo da nanotecnologia vem ganhando esforgos para utilizar
sistemas nanoestruturados para a liberagdo controlada com o objetivo de modular a liberacdo do
farmaco na faixa terapéutica por tempo prolongado utilizando-se dosagem Unica. A distribuicéo de
farmacos pode melhorar a solubilidade, aumentar a estabilidade in vivo, além de aperfeicoar a
biodistribuigdo e a farmacocinética dos medicamentos. Para realizar o transporte de medicamentos
no organismo, uma alternativa é o uso de compostos nanoestruturados. Uma outra maneira se da pelo

agrupamento destas moléculas pelo lado externo do material, em volta da superficie?.

No que diz respeito a esta categoria, 0s materiais a base de carbono, como fulerenos,
nanotubos de carbono, Nanodiamantes (NDs) e pontos quanticos de 6xido de grafeno (GOQDs,
do inglés, Graphene oxide quantum dots) foram investigados como veiculos e para tratamento
anticancer e antimicrobiano. Esta classe de nanocompostos chama a atencdo devido a sua

biocompatibilidade, alta area de superficie e propriedades Gteis, como a fotoluminescéncia®®.

3.2. Nanodiamantes: definicao e aplicagdes

Nanodiamantes (NDs) consistem em particulas de carbono com tamanho de aproximadamente
5 nm. Sua forma geral é esférica ou eliptica; no centro se encontra uma rede de diamante
principalmente de arranjo ctbico, composta principalmente por carbono. Sua superficie se assemelha
a estrutura de grafite enquanto o nicleo se assemelha a estrutura do diamante’® (Figura 1). A
natureza versatil desses materiais esta ligada a possibilidade de se adaptar de forma controlada as

propriedades fisicas e quimicas dos materiais.

Figura 1. a) Estrutura interna do Nanodiamante; b) superficie “like” grafite ¢ a imagem de

nanodiamantes individuais agrupados e sua representacdo



Estudos recentes mostram que a superficie contém grupos funcionais como hidroxilas,
epoxidos, cetonas, entre outros. Desta forma, é possivel funcionalizar sua superficie através de
ligagBes covalentes com compostos organicos’. Suas principais vantagens sio o baixo custo de
producéo, alta biocompatibilidade e baixa citotoxicidade®. Com isso, estas particulas tém sido

amplamente estudadas para aplicacGes principalmente biologicas e eletrénicas.

O potencial terapéutico dos NDs como transportadores de droga foi mostrado pela primeira
vez por Ho e colaboradores que conseguiram sintetizar NDs adsorvidos com doxorrubicina,
medicamento utilizado na terapia contra o cancer.'® Diabetes e cincer s&o apenas dois exemplos em
que o tratamento com o farmaco funcionalizado com NDs podem ter um potencial terapéutico real.*
A insulina adsorvida sobre NDs foi mostrada para dessorver ao longo do tempo. Daqui se conclui
que este ultimo sistema pode potencialmente servir como uma terapia de libertacdo controlada para

os diabéticos, negando assim a necessidade de injecdes de insulina. '3

Uma outra aplicacdo no ramo da quimica medicinal foi descrita por Khanal e colaboradores,
no qual desenvolveram um trabalho imobilizacdo simultdnea de moléculas bioativas de
direcionamento e medicamentos na nanoestrutura NDs para a conveniéncia de deteccéo e tratamento
alvejado.'* Um material modelo contendo ancoras de dopamina trietilenoglicol (EG) e azida (N3)
modificada (dop-EG e dop-N3) foi sintetizada. A presenca de EG, cadeia oxialquilica, é responsavel
pelo aumento da solubilidade de NDs em agua e meios bioldgicos, enquanto o grupo-Ns permite
modificacdo pds-sintética do NDs usando “click chemistry”, metodologia conhecida na literatura para
ab obtencdo de 1,2,4-triazdis, unidades que podem conferir bioatividade (Esquema 1), além de
apresentarem resisténcia a reacfes de oxidacdo, hidrolise, entre outras e também a facilidade destes
anéis em realizar ligacGes de hidrogénio intermoleculares. Os triazois também apresentam atividade

antibacteriana.'®
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Esquema 1 - Imobilizacédo de trietilenoglicol e azida na superficie de NDs (Khanal et al.
2015)

Um outro estudo demonstrou que NDs com carboidratos imobilizados tém uma interacao
especifica com proteinas de membrana bacterianas, consolidando sua aplicacdo
antimicrobiana.!*1%1" Portanto, particulas de nanodiamantes vém surgindo como candidatos
especialmente promissores em diversos ramos da Quimica Medicinal. Apds estudos recentes,
observou-se que os NDs ndo apresentam a toxicidade frequentemente observada com outras
nanoparticulas, e especialmente de AuNPs, reforcando ainda mais a sua adequacao em sistemas de

liberagdo de farmacos e nanoplataformas de imagem.18-24

Acredita-se que os NDs e GOQDs sejam mais promissores que os fulerenos e os nanotubos
de carbono a aplicacdo biomédica devido a sua auséncia de citotoxicidade quando comparadas a
outros tipos de nanoparticulas e por esta razdo, comecaram a surgir como candidatos para aplicacdes
promissoras na area de nanobiotecnologia.>* NDs e outros compostos & base de carbono ndo mostram
toxicidade quando comparadas a nanoparticulas de ouro, em especial, tornando-os ideais plataformas

de entrega de droga em nano-escala.?>?

Como estratégia para liberacdo controlada, propde-se neste projeto a sintese de moléculas
organicas que sdo sensiveis a um agente externo, que permite a clivagem seletiva da ligacdo de
interesse, no sitio onde o farmaco é conectado as nanoparticulas realizando a liberacdo da molécula
de interesse, neste caso, 0 medicamento. Como agente externo, a luz é uma ferramenta simples e
“verde” utilizada em reac¢des quimicas, utilizada tanto para reacdes em sintese de moléculas mais

complexas quanto de clivagem especificas de liga¢bes quimicas.



3.3. Grupos protetores fotoclivaveis

Grupos protetores fotorremoviveis (chamados de fotoentregador, fotoclivaveis ou
fotoativaveis) sdo compostos que, na presenca de uma radiacdo eletromagnética especifica, sdo
capazes de clivar seletivamente uma ligacdo. Devido a essa propriedade, estas moléculas sao
conhecidas por permitir a liberacdo controlada de outros compostos quimicos tais como bioagentes
(neurotransmissores, moléculas de sinalizacdo celular), inseticidas, feroménios, entre outros.?’

Os critérios para um composto ser um bom grupo fotorremovivel (PPG, do inglés Protecting
Photoremovable Group) sdo: forte absorcdo em comprimentos de onda acima de 300 nm, devem ser
estaveis no meio reacional durante a fot6lise, atravessar barreiras biolégicas (membranas celulares);
afinidade a componentes alvo especificos: locais de ligagdo em células cancerosas ou o local ativo de
uma enzima; os subprodutos devem ser transparentes ao comprimento de onda de irradiacao.

Como exemplos, grupos cumarina-4-ilmetil sdo compostos estaveis, com propriedades
fluorescentes. Skwarczynski et al. desenvolveram um trabalho envolvendo a ativagdo pela luz visivel
do paclitaxel (antitumoral) ligado a cumarina. Esta estratégia consiste na clivagem da ligacao benzilica
pela luz que, por sua vez, permite a liberacdo do farmaco no local de interesse.?® Grupos derivados de
o-nitrobenzeno também sdo comumente utilizados como espécies fotoclivaveis.

O desenvolvimento dindmico dos sistemas de liberacdo de medicamentos utilizando NDs
como veiculos abre perspectivas de novas formulagdes de medicamentos para combater doengas como
0 cancer e diabetes. Além disso, 0 uso da luz visivel ou ultravioleta para a libera¢do controlada de
farmacos na tentativa de minimizar os problemas causados pela administracdo convencional
(toxicidade e resisténcia bacteriana) é uma estratégia interessante na presenca de grupos
fotossensiveis.?” Visto também a promissora aplicacio dos materiais nanoestruturados a base de
carbono em Quimica Medicinal, propBe-se neste projeto a sintese de nanodiamantes funcionalizados

com compostos organicos fotossensiveis.

4. Objetivos

4.1. Objetivo geral

Visto que NDs sdo materiais interessantes no ponto de vista biotecnoldgico e promissores para a
quimica medicinal, este projeto de pesquisa tem como foco a elaboracdo e investigacdo de novos

nanomateriais hibridos de nanodiamantes que podem ser utilizados em sistemas de liberacdo
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controlada de farmacos utilizando fotossensibilizadores através de tratamento com raios-X. Os
nanomateriais propostos devem ter alta estabilidade coloidal em liquidos fisiologicos e baixa
citotoxicidade.

4.2. Objetivos especificos

A proposta consiste em sintetizar nanodiamantes funcionalizados através de ligacGes
covalentes com grupos fotossensiveis, imobilizados a superficie. Nanodiamantes ricos em grupos
hidroxila e carboxilas serdo preparados. A estratégia consiste na imobilizacdo covalente de
componentes bioativos na superficie de nanodiamantes através de ligantes (linkers) fotoclivaveis, e

assim garantir a liberacdo de controlada de farmacos adsorvidos na superficie.

5. Resultados e discussao

Para a funcionalizacdo dos nanodiamantes, a molécula chave responsavel para a liberacéo
controlada de farmaco em questdo devera ser fotorremovivel (PPGSs) para posteriormente fazer o link
entre a superficie do ND a molécula bioativa desejada. Entre as porc6es fotoclivaveis mais populares
através das quais se ligam biomoléculas consiste em um grupo contendo uma porcao o-nitrobenzila,
devido as propriedades Unicas da funcdo nitro na posi¢do orto incluindo sua estabilidade sob luz
ambiente, sua clivagem limpa apds exposicdo a irradiacdo UV, e as reacOes de fragmentacdo de

nanossegundos que sofre na fotoexcitagdo.?°
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Esquema 3 — Mecanismo proposto da fotoclivagem de grupos o-nitrobenzila

Desta forma, propomos a preparagdo de dois derivados de um alcool benzilico (1), sendo o
primeiro a partir da incorporagdo de um grupo funcional alcino (2) a um grupo hidroxila e
incorporando um grupo azida (3), para duas estratégias distintas de imobilizag&o a superficie de NDs.
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A porcdo em azul consiste no grupo fotoclivavel, a porcdo roxa € referente a cadeia
oxialquilica cuja funcdo é aumentar a solubilidade dos NDs em meios bioldgicos, adsorver o
medicamento através de interacdes de hidrogénio e diminuir a hidrofobicidade e consequentemente

evitar com que os NDs se agreguem.

O primeiro fragmento pode ser ancorado a superficie de ND, através de uma reacdo de
esterificacdo entre um grupo OH livre presente no ND e um fragmento contendo grupo azida e uma
funcdo acido carboxilico, na presenca de um ativador de &cido carboxilico como EDC e DCC e DMAP
como base, obtendo como produto o ND-Ns. As moléculas organicas sintetizadas serdo caracterizadas
por RMN de *H, RMN de *3C e infravermelho.
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R B it S B
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Esquema 4 — Esquema geral para a preparacéo de nanodiamantes funcionalizados com grupo

fotorremovivel para drug delivery

Deste modo, o grupo fotorremovivel contendo um grupo alcino pode ser ancorado ao ND-N3
através de uma reacdo de click chemistry, metodologia ja descrita na literatura para obtencéo de 1,2,4-
triazdis, compostos conhecidos por suas aplicacdes bioldgicas. Assim, a preparacdo dos linkers

fotorremoviveis sera descrita a seguir.

5.1. Preparacdo dos linkers fotorremoviveis

O composto de partida tanto para o alcino quanto para a azida fotorremoviveis foi o 5-hidroxi-
11



2-nitrobenzaldeido, comercialmente disponivel, e em seguida sintetizou-se o alcool 5-hidroxi-2-

nitrobenzilico através de uma reacéo de reducao (Esquema 5)

/@@2 1. NaBH, MeOH /@COZ
0°C->25°C, 3h
; OH
HO 0 DU HO

2. HCI 1 99%

Esquema 5 — Preparacdo do alcool 5-hidroxi-2-nitrobenzilico, precursor para os demais

grupos fotorremoviveis

A obtencéo do alcool (1) se deu a partir da reducdo do aldeido 5-hidroxi-2-nitrobenzaldeido
(1,0 equivalente), em metanol (0,15 M) na presenca de boroidreto de sodio (4,0 equivalentes) em
metanol como solvente a 0 °C. Em seguida, a mistura reacional ficou sob agitacdo a temperatura
ambiente por 3 horas até que todo material de partida pudesse ser convertido no produto
(acompanhando-se o curso da reagdo por CCD, eluente: hexano/AcOEt 8:2). Evaporou-se o solvente
em um rotaevaporador sob pressdo reduzida e em seguida, adicionou-se uma solucéo de HCI 1,0 M
até atingir o pH 6. Extraiu-se a solu¢cdo com AcOEt (3 vezes) e a fase organica foi secada com sulfato
de sddio anidro. Por fim, o solvente foi removido em um rotaevaporador e o produto final consistiu

em um sdlido amarelo (rendimento quantitativo).

Pela analise do espectro de RMN de *H, pdde-se observar a evidéncia reacional a partir do
desaparecimento do sinal caracteristico do H de aldeido em torno de 10,0 ppm e o aparecimento de
um sinal em 4,82 ppm referente aos hidrogénios benzilicos, além de um sinal largo em 6,54 ppm

caracteristico de hidrogénio da hidroxila (Figura 2).
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Figura 2 — Espectro de RMN de tH do alcool 5-hidroxi-2-nitrobenzilico 1 (DMSO-ds, 400
MHz)

Pela anélise do espectro de RMN de *C, pdde-se observar sinais entre 163-114,3 ppm

referentes aos carbonos aromaticos e um sinal em 60,8 referente ao carbono benzilico.
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Figura 3 — Espectro de RMN de *3C do alcool 5-hidroxi-2-nitrobenzilico (DMSO-ds, 100
MHZz)
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Pela anlise do espectro na regido do infravermelho, pdde-se observar uma banda em 3293
referente a presenca de grupos hidroxila, em 1600 cm™ referente ao estiramento C=C na regido de
aromaticos, em 1313 cm referente ao grupo nitro. Além disso, ndo se observou banda caracteristica

de aldeidos (estiramento C=0 na regido de 1700 cm™)
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Figura 4 — Espectro de Infravermelho do &lcool 1

5.1.1. Preparacao do alcino

Tendo o alcool em méos, previamente caracterizados, prosseguiu-se com a obtencdo do éter
propargilico 2 (PPG-Alkynyl) a partir da alquilacdo do mesmo com brometo de propargila, como é

mostrado no Esquema 6.3

\\

NO,
OH
OH =0
HO K,CO3 MeCN, =z 68
(]

1 refluxo, 4 h
PPG-Alkynyl
2

Esquema 6 — Preparacao do grupo fotorremovivel contendo o grupo alcino 2 (PPG-Alkynyl)

A metodologia consistiu na preparacdo da solugdo do alcool 1 (1,0 equivalente) em
acetonitrila (0,5 M) sob agitacdo vigorosa. Em seguida adicionou-se bicarbonato de potéssio (1,5
equivalente), éter de coroa (0,15 equivalente), agitando por meia hora. Adicionou-se o brometo de
propargila (1,2 equivalente) e a reacdo ficou em refluxo por 4 horas. Ap6s o fim da reagdo
(acompanhada por CCD, eluente Hex/AcOEt 8:2), evaporou-se o solvente sob pressao reduzida e em
seguida o produto foi solubilizado em uma pequena quantidade de diclorometano e purificado através

de uma coluna filtrante, obtendo-se um sélido amarelo com 88% de rendimento.
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Pela anélise do espectro de RMN de 'H, pode-se observar um simpleto em 5,03 ppm referente

aos hidrogénios benzilicos; um dupleto centralizado em 4,83 ppm (J = 2,32 Hz) referente aos

hidrogénios metoxilicos, e por fim, o aparecimento de um tripleto centralizado em 2,61 ppm (J = 2,28

Hz) referente ao H metinico.
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Figura 5 — Espectro de RMN de *H do grupo fotorremovivel-alquinil (PPG-Alkynyl)
(CDCls, 400 MHz)

Pela analise do espectro de RMN de '3C, pdde-se observar sinais entre 161,9-114,0 ppm

referentes aos carbonos aromaticos; dois sinais em 77,2 e 77,1 ppm referente aos carbonos alquinicos;

um sinal em 62,9 ppm referente ao carbono benzilico; e um sinal em 56,3 ppm referente ao carbono

sp? do grupo propargila.

Pela andlise do espectro de infravermelho, pdde-se observar uma banda em 2125 cm™,

caracteristica de grupos alcinos.
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Figura 6 — Espectro de RMN de *3C do grupo fotorremovivel-alquinil (PPG-Alkynyl)
(CDCls, 100 MHz)

Figura 7 — Espectro de Infravermelho do composto 2 (PPG-Alkynyl)

O segundo linker fotorremovivel consiste em uma azida terminal para ancorar em superficies
de nanodiamantes contendo um alcino terminal (ND-Alkynyl). A estratégia utilizada consistiu em
uma reacao de alquilacdo do fenol utilizando 1,3-dihaletos, que por sua vez, ao reagir com um grupo
azida, obtém-se a azida fotorremovivel (PPG-N3).

5.1.2. Preparacdo do grupo azida

A obtencéo da azida foi realizada a partir de duas etapas: a primeira consistiu na alquilacdo do
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aldeido com um haleto terminal e a segunda a reacao de obtencéo da azida. Para a obtencéo do haleto

a reacdo foi otimizada.

Em um primeiro momento, utilizou-se uma metodologia ja descrita na literatura partindo-se
de 1,3-diiodopropano, uma vez que o iodo € um bom grupo abandonador e desta forma, obter-se-ia o

composto 3 almejado.

Baseado na metodologia descrita por Yan e colaboradores, utilizou-se 1,3-diiodopropano
como agente alquilante (eletrofilo), uma vez que o iodo é um bom grupo abandonador.? As condicdes
reacionais da literatura consistiu no uso de um pequeno excesso (1,2 equivalente) do eletréfilo e base
(1,5 equivalente) em DMF (0,67 M) como solvente a 25 °C. A reacdo foi acompanhada por CCD e
apos 4 horas de reacdo, todo o material de partida havia sido consumido. A caracterizacdo do
composto obtido foi feita por RMN de 'H e para a surpresa, o produto obtido era de dimerizagdo, ou
seja, 0 haleto intermediario sofreu ataque intermolecular pelo fendxido. Outras tentativas foram
realizadas na tentativa de diminuir a reatividade do sistema, como a diminui¢do da concentracédo e
temperatura, variando as bases (como o uso de carbonato e bicarbonato de potassio), e mesmo assim

os resultados ndo foram almejados.

NO,

/@Lf\fz 1. 1,3-diiodopropano /©/\/
H OH
HO © oc,gnh 17 >0

K,CO3, DMF, 25
1 3
PPG-I

Esquema 7 — Tentativa de obtencdo do alcool 5-(3-lodopropdxi)-2-nitro benzilico, intermediario

para a obtencdo da azida

Uma outra alternativa consistiu no uso de um eletr6filo menos reativo. Desta forma, utilizou-
se 0 1,3-dibromopropano, uma vez que o bromo é menos reativo que o iodo. Apos diversas tentativas
modificando temperatura, concentracdo e as bases, a condicdo ideal consistiu-se no uso de 4
equivalentes do eletrofilo, pequeno excesso (1,2 equivalente) de Cs.COs, em DMF (0,13 M em relagéo
ao reagente limitante), e apds 36 horas, todo o material de partida havia sido consumido

(acompanhamento da reagdo por CCD).

NO, 1.1,3- NO; NO,
/@E/ dibromopropano /©/\/OH NaN, /©/\/
_—
HO OH —— Br/\/\O N /\/\O OH

MeCN, refluxo, 3
CSZCO& DMF, 79% 24h 82%
1 rt, 36h
4 5
PPG-Br PPG-N;
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Esquema 8 — Preparacdo do alcool 5-(3-azidopropoxi)-2-nitro benzilico (PPG-N3)

Ap0s a caracterizagdo do composto por RMN de 'H e **C, a evidéncia de obtencdo do produto
se deu através do desaparecimento do sinal largo em 10 ppm caracteristico de hidrogénio fendlico; o
aparecimento de hidrogénios alquilicos: um tripleto centralizado em 4,26 ppm referente aos
hidrogénios metoxilicos (Hio), J = 6,10 Hz, um tripleto centralizado em 3,63 ppm referente aos
hidrogénios metilénicos vicinais ao bromo (H12), J = 6,10 Hz, um quinteto em 2,38 ppm referente aos

hidrogénios metilénicos centrais (H11), J = 6,10 Hz.

PPGO06-bruto 1H 230718
PPGO06-bruto 1H 230718

125 115 10.5 95 90 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
f1 (ppm)

Figura 8 — Espectro de RMN de H do composto 4 (PPG-Br) (CDCls 400 MHz)

Pela analise do espectro de RMN de **C pdde-se observar os carbonos alquilicos: 29,4 ppm

referente ao C11; 31,9 ppm referente ao C12 e 62,9 ppm referente ao carbono metoxilico.
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Figura 9 — Espectro de RMN de *C (CDCl3,100 MHz) do composto 4 (PPG-Br)

Tendo em maos o intermediario 4 (PPG-Br), a proxima etapa consistiu na obtencdo da azida

(PPG-N3) utilizando-se uma metodologia da literatura desenvolvida por Shakiba e colaboradores®.

Em uma solucéo contendo o intermediario 4 em MeCN, na presenca de 5,0 equivalentes de azida de

sodio, a mistura foi mantida em agitacdo e sob refluxo por 24 horas (a reacdo foi acompanhada por

CCD). O solvente foi removido sob presséo reduzida e o sélido obtido extraido com agua para remover

0 excesso de azida de sodio e o produto obtido foi entfo caracterizado por RMN de H e 3C.

Pela analise do espectro de RMN de *H, pdde-se observar a sutil mudanca na regiéo alquilica,

onde o bromo foi substituido pela azida (Figura 10). Péde-se observar tripleto em 4,20 ppm, J = 6,0

ppm; referente aos hidrogénios metoxilicos, um tripleto em 3,57 ppm, J = 6,2 Hz referente aos

hidrogénios vicinais ao grupo azida; um quinteto centralizado em 2,12 ppm, J = 6,2 Hz, referente aos

hidrogénios metilénicos, J = 6,2 Hz.

i

46 45 44 43

41

40 39 35 3.7 36 35 34 333

=L

31

3.0 2

46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32
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31 0 2
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Figura 10 — Expansao da regido alquilica do intermediario PPG-Br e PPG-N3

Pelo espectro na regido do infravermelho, a evidéncia reacional pdde ser observada através da

banda em 2101 cm™, caracteristico do grupo azida.
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Figura 13 — Espectro de infravermelho do composto PPG-Ns

5.1.3. Preparacdo de um 1,2,4-triazol fotorremovivel

Tendo em méos os grupos fotorremoviveis para serem imobilizados nos NDs, testou-se uma
reacdo de click chemistry entre o composto 2 (PPG-Alkynyl) e o0 &cido 4-azidobenzdico (Esquema X)
para primeiro testar a reatividade dos grupos fotorremoviveis neste tipo de reacdo e em segundo para

tentar ancorar ao ND pela porcao acida através de reacoes de esterificacao.

NO, CuSO, (3 mol%)
/@[/ N Ascorbato de sédio NO,
OH + (10 mol%)
//\O \©\ —_—
z COOH OH
tBuOHH,0, HOOC NS o

2 6 -
12h, rt NN 979

Esquema 9 — Reacdo click chemistry entre o composto 2 (PPG-Alkynyl) e &cido azido

benzoico: obtencdo do 1,2,4-triazol fotorremovivel 7

A metodologia utilizada consistiu no uso de sulfato de cobre e ascorbato de sodio como

catalisadores, uma vez que o Cu?* é reduzido a Cu** pelo ascorbato in situ e desta forma se complexa
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ao grupo alcino diminuindo a energia do sistema para posteriormente formar o triazol frente ao grupo

azida.

A reacdo ficou sob agitacdo por 12 horas e o sélido formado foi filtrado e lavado com agua
gelada e diclorometano, para eliminar as impurezas inorganicas e organicas respectivamente. O solido

marrom isolado foi caracterizado por RMN de 'H e 3C.

A evidéncia reacional se deu através da analise do espectro de RMN de *H com o aparecimento
de um simpleto em 9,09 ppm, referente ao hidrogénio da porcao triazolica. O tripleto centralizado em
2,61 ppm, referente ao alcino desapareceu; os hidrogénios metoxilicos e benzilicos apareceram como

simpletos em 5,44 e 4,86 ppm respectivamente.
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Figura 14 — Espectro de RMN de tH do 1,2,4-triazol fotorremovivel (X) (400 MHz, DMSO-ds)

5.2. Preparagéo dos Nanodiamantes (ND)

Os nanodiamantes foram obtidos comercialmente (Alitex e Israel) e em sua forma pura, estes
materiais apresentam baixa quantidade de grupos funcionais reativos frente a compostos organicos.
Assim, diversos grupos de pesquisa desenvolveram metodologias para aumentar a quantidades de
grupos funcionais, como grupos amino (ND-NH>), &cidos carboxilicos (ND-COOH) e hidroxilas
(ND-OH) em suas superficies.
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Pelo espectro de infravermelho do ND-puro, pode-se observar uma banda em 3424 cm™
caracteristico de hidroxilas; uma banda em 1627 referente a grupos ceténicos; uma banda em 1095,
caracteristica de ligacGes C-O bending (Figura 16).
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Figura 16 — Espectro de infravermelho do ND comercial

Desta forma, propde-se neste topico, sintetizar NDs ricos em grupos carboxilicos (ND-COOH)

e ricos em hidroxilas (ND-OH) para serem ancorados a compostos organicos (linkers).

5.2.1. Preparacédo dos ND-COOH

Os nanodiamantes sdo sélidos insolUveis na maioria dos solventes. Desta forma, para escolher
um procedimento experimental para a oxidacao de sua superficie requer alguns cuidados, pois 0 uso
de agentes oxidantes (como permanganato de potassio, reagente de Jones, entre outros) se torna
inviavel devido a problemas de purificacdo. Sendo assim, decidiu-se buscar por duas alternativas: uso
de Plasma Cleaner, que gera oxigénio nascente e assim poderia oxidar a superficie dos NDs. A
segunda consiste na oxidacao térmica, onde os NDs, na presenca de oxigénio e temperaturas elevadas

podem ser oxidados.

a) Oxidacado com Plasma Cleaner

O uso de plasma de oxigénio é explorado na area de quimica de materiais. Devido ao seu
comportamento de ndo-equilibrio e ndo-isotérmico, esses gases ionizados podem levar a novos
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resultados quando usados como como uma alternativa para o tratamento de superficies de materiais.
Alguns trabalhos relataram seu uso em grafites, microesferas de carbono e carbonos vitreos. Como

fonte de plasma, utilizou-se o equipamento Plasma Cleaner, uma camara que sob vacuo e na
presenca de radiofrequéncia, emite plasma.

Assim, decidiu-se primeiramente utilizar esta estratégia para os NDs, uma vez que estes
consistem em materiais de carbono. Preparou-se uma suspensdo de ND em &gua, sonicada por 30
minutos, e entdo dispersou-se em uma placa de Petri para a obtencdo de um filme. Deixou-se no

dessecador por 24 horas e entdo colocado em uma camara geradora de plasma de oxigénio, Plasma

Cleaner.
O filme foi deixado de 10 em 10 minutos, sob uma frequéncia especifica, até completar uma

hora. As amostras foram coletadas para posterior caracterizacao por infravermelho.

Pela analise do espectro de infravermelho das amostras, pdde-se observar que apenas a banda

na regido de 1025 cm™ diminuiu, mas bandas caracteristicas de grupos carboxilicos ndo foram

detectados (Figura 17).
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Figura 17 — Monitoramento do tratamento com Plasma Cleaner por infravermelho (ATR)

Uma outra alternativa consistiu da oxidagdo térmica, seguindo o protocolo experiment

descrito por Ryan e colaboradores.®

b) Oxidacédo térmica de NDs

al
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A oxidacao térmica foi realizada através do aguecimento destes materiais na presenca de

02.3435

A metodologia consistiu no aquecimento dos NDs, comercialmente disponiveis, em uma
mufla a 475 °C (Figura 18).

(a) nanodiamond (e) oxidised
Air oxidation
—_— 0\’_\
475 °C ' '~
2 hrs O

Figura 18 — Protocolo descrito por Simpson e colaboradores para a oxidacao térmica de NDs (Fonte:
Adaptado de Ryan et al. 2018)

Apos esfriar a 25 °C, uma amostra foi caracterizada por infravermelho (Figura 19). A principal
mudanca observada foi a formacdo de uma banda caracteristica de acido carboxilico (estiramento da

carbonila em 1800 cm™).
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Figura 19 — Espectro de infravermelho do ND-puro comercialmente disponivel (azul) e do ND-

COOH (laranja) pos tratamento de oxidacéo

A etapa seguinte consistiu no tratamento dos ND-COOH em meio &cido. Assim, preparou-se
uma suspensdo em uma solucdo de HCI (0,001 M) e sonificou-se por 40 minutos, para garantir a

protonacdo de quaisquer grupos carboxilatos presentes na superficie. Centrifugou-se numa rotacao de
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12 mil rpm e lavou-se o sélido por cinco vezes com agua Milig, até a condutividade da suspensao

chegar a zero.

Figura 20 — Suspenséo de ND-COOH em pH 3

Posteriormente mediu-se a estabilidade desta suspensdo pela analise de potencial Zeta,
potencial eletrocinético utilizado para medir a estabilidade de suspensdes, ou seja, potencial zeta € a
diferenca de potencial entre 0 meio de dispersdo e a camada estacionaria de fluido preso a particula
dispersa. A magnitude do potencial zeta indica o grau de repulsdo eletrostatica entre particulas
adjacentes de carga similar em uma dispersdo. Em particulas pequenas, um elevado potencial zeta
conferira estabilidade, isto é, a solucdo ou dispersao resistira a agregacdo (referéncia 3 e 4 wiki). Pela
Tabela 1, pbde-se observar o0 aumento da magnitude do potencial zeta, tanto os ND-COOH dispersos

sem tratamento &cido, quanto em condigdes pos tratamento acido.

Tabela 1 — Potencial Zeta para os NDs e ND-COOH

Potencial Zeta ND puro ND-COOH ND-COOH (p6s

tratamento acido)

Medida 1 0,8 mV -55.6,mV -71.9 mV
Medida 2 -0,3mV -60,4, mV -73,7 mV
Medida 3 -0,5mVv -56,5, mV -68,6 mV
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Medida 4 ‘ 0,2 mV ‘ -445 mV -67,6 mV

As medidas para os ND puros proximos de zero, nos mostra a baixa estabilidade coloidal, isto

é, possuem uma maior tendéncia em coagular®.

Por fim, realizou-se a dispersdo dindmica de luz (DLS), uma técnica fisica amplamente
utilizada para medir o tamanho de particulas em solucdo ou suspensdo. Os didametros encontrados

obtidos foram préximos, tanto para os NDs puros quanto ND-COOH no valor de 48 nm.

2. ; "‘.“ ND puro ": ND-COOH

Intensity (a.u)
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Figura 21 — DLS dos ND puro e ND-COOH

5.2.2. Preparacao dos ND-OH

A preparacdo dos ND-OH se deu a partir da reducdo dos NDs ricos em grupos &cidos
carboxilicos, os ND-COOH obtidos anteriormente na presenca de um agente redutor. Para este
procedimento, optou-se pelo uso de hidreto de litio e aluminio (LiAlH4), uma vez que este redutor é

mais reativo®’.

Uma suspensdo de ND-COOH em THF foi sonificada por 40 minutos e em seguida adicionou-
se o redutor, numa razdo de 1:1 (m/m). A mistura reacional ficou em agitacdo e sob refluxo por 24
horas, e posteriormente, o sobrenadante foi removido por centrifugacdo (12 mil rpm). O s6lido obtido
foi lavado trés vezes, separado por centrifugacéo e o solido foi tratado com NaOH 6,0 M, sob agitacéo
a 90 °C overnight, tratada com HCI 0,1 M e lavada com agua até atingir o pH neutro, e por fim, a

suspensdo obtida foi purificada através de lavagem com uma membrana semipermeavel, permitindo
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a troca iénica. O solvente foi removido sob presséo reduzida e o sélido obtido secado em alto vacuo
por 24 h. Em seguida, caracterizou-se por infravermelho (Figura 22). P6de-se observar a diminuigao
da banda caracteristica de acidos carboxilicos, além das demais bandas em 3400 referente ao

estiramento OH, bandas nas regides de 2900 cm referente a C-H presentes.
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Figura 22 — Espectro de infravermelho do ND-OH

Tabela 2 — Potencial Zeta medidos para ND-OH

Potencial Zeta ND-OH

1 -44.9 mV
2 -46,0 mV
3 -44,7 mV
4 -47,3 mV

A medida de DLS também foi realizada, entretanto observou-se um aumento significativo do

didmetro da nanoparticula para 270 nm.

5.2.3. Funcionaliza¢do do ND-OH

A primeira estratégia consistiu na imobilizacdo do 1,2,4-triazol (discutido na secdo 5.1.3)

através de uma reacgdo de esterificacdo. Desta forma, o acido carboxilico presente no triazol pode ser
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ativado por uma carbodiimida e ser reativa frente a nucleofilos. Preparou-se uma suspensdo de ND-
OH em DMF e sonificou-se por 40 minutos, em seguida, uma solugdo do composto 7, na presenca de
EDC e DMAP em DMF foi adicionada e mantida sob agitac&o a 80 °C por 24 horas (Esquema 10).1°

'/\I:N [/\j:N
N\/\\ OH N\/\\
o o Q OY©/ ©
N9z hec. bmar 0 N
HO 7 MeCN, 80°C, 24h O 8 o
HO

Esquema 10 — Tentativa de imobilizagéo do 1,2,4-triazol em ND-OH

O solvente da suspenséo foi removido sob pressao reduzida e o s6lido obtido foi lavado em
um Soxhlet por 5 dias utilizando metanol como solvente e posteriormente, acetato de etila para
remover as impurezas organicas. O solido foi entdo secado em alto vacuo e analisado por
infravermelho e péde-se observar uma quantidade muito grande de residuos que nao foram possiveis
de serem removidos, além da baixa solubilidade do triazol na maioria dos solventes organicos ser um
problema para a implementacdo desta metodologia.

A segunda estratégia consistiu em imobilizar a azida na superficie do ND-OH e em seguida,
prosseguir com a reacéo de click chemistry (Esquema 11).%6

NO,
Lo o |
—_—

) N/
OY©/ ©
EDC, DMAP, CuSO0, (20 mol%) NO,

MeCN,rt, 24 h o“ o Sodium ascorbate O,
COOH Q (10 mol%) Q HO
9 1
10 DMF, rt, overnight

Esquema 11 — Imobilizacao do grupo fotorrremovivel em duas etapas: obtencdo da azida seguida de

click chemistry

Em ambas as etapas, a suspenséo foi centrifugada a 12 mil rpm e lavada exaustivamente com
agua, para remover as impurezas inorganicas, metanol e acetonitrila para remover as impurezas

organicas e novamente foram centrifugadas. O s6lido obtido foi secado em alto vacuo e caracterizado
por infravermelho (Figura 23).
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Figura 23 — Espectro de infravermelho comparativo entre ND-OH (laranja) e ND-PPG
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Figura 24 — Expans&o da regido entre 1900 e 1150 cm™

Pela andlise das bandas apresentaram, pbde-se observar um aumento na regido entre 1700 a

1600 cm, o que indica o aparecimento de uma banda C=N, presente no triazol.

5.2.4. Funcionalizagcdo do ND-COOH

A primeira etapa consistiu na reacéo de amidagéo entre 0 ND-COOH e a p-propargil anilina.

A metodologia consistiu na preparagdo de uma suspenséao de 15 mg de ND-COOH em THF (3 mg/mL,
previamente sonificado por 40 minutos). Em seguida, adicionou-se uma solu¢do de THF contendo
EDC (0,22 mmol) como ativador de acido carboxilico, DMAP (0,066 mmol) como base. A mistura

reacional foi mantida sob agitacdo vigorosa por 48 h a temperatura ambiente).
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(o) THF, 48 h, t.a
12

Esquema 12 — Imobilizacdo da anilina através da reacdo de amida¢do com ND-COOH

=
O)J\ & HN EDC, DMAP Hj‘/@
OH . ,
- 0
13

Pela analise do espectro de infravermelho, pdde-se observar o aparecimento de uma banda
caracteristica de alcino na regido de 2100 cm™, um deslocamento sutil na regido de estiramento de

carbonilas, 1781 cm™ referente & C=0 da amida formada.
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Figura 25 — Espectro de infravermelho comparativo entre ND-Alkynyl (azul) e ND-COOH (laranja)

O alcino imobilizado na superficie dos NDs podem ser imobilizados utilizando grupos

fotorremoviveis contendo azida (PPG-N3).

6. Conclusdes e perspectivas futuras

Até o presente momento, foi possivel sintetizar diversos grupos fotorremoviveis com bons
rendimentos variando entre 72 e 97%. Preparou-se também nanodiamantes ricos em grupos
carboxilicos (ND-COOH) e ricos em hidroxilas (ND-OH). Os nanodiamantes foram caracterizados
inicialmente por espectroscopia na regido do infravermelho. As suspensdes de ND-COOH e ND-
COOH foram medidas por zeta potencial e os tamanhos foram medidos pela técnica de Espalhamento

Din&mica de Luz (DLS) para estimar a distribuigdo das NPs em meio coloidal.
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Como perspectivas futuras, pretende-se imobilizar grupos oxialquilicos como polietileno
glicol a superficie de NDs com objetivos de aumentar a solubilidade destas particulas como adsorver
o farméco de interesse. Pretende-se ainda fazer as demais caracterizagdes: microscopia de varredura
eletrbnica, microscopia Eletronica de transmissao para estudo da morfologia superficial e estrutural
das NPs; estudos de fotoluminescéncia; difracdo de raios-X; avaliacdo da citotoxicidade e

fototoxicidade das NPs e ensaios bioldgicos.

7. Parte Experimental

7.1. Materiais e métodos

Cromatografia de adsorcdo em coluna (cromatografia flash) foi realizada utilizando-se silica-
gel Aldrich (200—400 mesh). Os eluentes empregados estdo descritos nas respectivas preparacgoes.

Cromatografia em camada delgada foi realizada utilizando-se placas obtidas a partir de
cromatofolhas de aluminio impregnadas com silica-gel 60 F254 (Merck). A visualizagdo se deu
através de luz ultravioleta (254 nm) e/ou através de revelacdo com solucdo etandlica de acido
fosfomolibdico, seguido de aquecimento.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e de carbono 13
(RMN *3C) foram obtidos nos aparelhos DPX400 (400 MHz para RMN de H e 100 MHz para RMN
de 1°C). Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhdo (ppm) tendo como
referéncia interna o cloroférmio deuterado (CDCls) (7,26 ppm para RMN *H; 77,0 ppm para RMN
13C), dimetilsulféxido deuterado (2,49 ppm para RMN de 'H e 39,50 ppm para RMN de 3C). A
multiplicidade dos sinais de absorcdo dos hidrogénios nos espectros de RMN H foi indicada segundo

a convencdo: s (singleto), d (dupleto), t (tripleto), g (quarteto), qui (quinteto)
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