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1. Resumo 
Nanopartículas têm sido utilizados em vastas aplicações, desde o armazenamento de energia até a 
biotecnologia. No entanto, sua aplicação biotecnológica é bastante limitada. Devido à eventual 
citotoxicidade e baixa estabilidade coloidal, a importância do desenvolvimento de novas 
nanopartículas é geralmente reconhecida. Entre estas partículas, as estruturas baseadas em 
carbono chamam a atenção de diversos grupos de pesquisas devido à biocompatibilidade, alta área 
de superfície e estabilidade. Entre eles, os nanodiamantes (NDs) e pontos quânticos de carbono (ou 
óxido de grafeno) (GOQDs) são reconhecidos como uns novos candidatos a aplicações 
nanobiotecnológicas. 
Entre as estratégias não penetrantes do tratamento antineoplásico, as terapias fotodinâmica (PDT) 
e fototérmica (PTT) são consideradas as mais eficazes para o futuro. Até agora, o desenvolvimento 
de PDT e PTT é limitado pela capacidade da penetração da luz no tecido. 
Esta pesquisa está focada na elaboração e investigação de novos nanomateriais híbridos que 
podem ser usados na terapia invasiva estabelecida mais recentemente, com base no tratamento 
ultrassonográfico (Sonodinâmica) e de raios-X moles (Fotodinâmica) do câncer. Duas abordagens 
relacionadas serão investigadas. Um enfocará a preparação de nanocompósitos de NDs/TiO2 com 
GOQDs imobilizados (NDs/TiO2@GONDs). O outro é nanocompósito poroso à base de sílica com 
nanocristais de TiO2 e GOQDs imobilizados (SiO2/TiO2@GOQDs). A ideia do projeto é baseada na 
capacidade do TiO2 de produzir espécies bioativas sob tratamento com ultrassom. A integração de 
TiO2 em nanocompósitos pode melhorar a estabilidade coloidal (NDs), estrutura cristalina necessária 
(SiO2) e biocompatibilidade (GOQDs, NDs); garantir alta área de superfície e nanotamanho de 
partícula (SiO2, NDS), fornece fotoluminescência das partículas (GOQDs). Adicionalmente, a 
imobilização covalente de foto-sensibilizadores e componentes bioativos na superfície de 
nanocompósitos via linker foto-clivável é planejada para garantir sua liberação controlada. 



2. Abstract 
Nanoparticles and nanostructured materials have been used in vast of applications ranging from 
energy storage to biotechnology. However, their biotechnological application is quite limited. Due to 
eventual cytotoxicity and low colloidal stability, the importance of development of novel nanoparticles 
is generally recognized. Among the new, carbon-based structures attract a lot of attention because 
of their biocompatibility, high surface area and stability. Among them nanodiamonds (NDs) and 
carbon (or graphene oxide) quantum dots (GOQDs) is recognized as a new candidate for 
nanobiotechnological applications.  
Among the non-penetrating strategies of anticancer treatment, photodynamic (PDT) and 
photothermal (PTT) therapies are considered as the most effective for the future. Till now the 
development of PDT and PTT is limited by the ability of light to penetrate the tissue. 
This research is focused on the elaboration and investigation of new hybrid nanomaterials that can 
be used in most recently established invasive therapy, based on ultrasound (sonodynamic) and soft 
X-ray (photodynamic) treatment of cancer. Two related approach will be investigated. One will be 
focusing on preparation of NDs/TiO2 nanocomposite with surface immobilized GOQDs 
(NDs/TiO2@GONDs). The other one is silica-based porous nanocomposite with nanocrystals of TiO2 
and surface immobilized GOQDs (SiO2/TiO2@GOQDs). The project idea is based on ability of TiO2 
to produce bioactive species under ultrasound treatment. Integration of TiO2 into nanocomposites 
can improve it colloidal stability (NDs), necessary crystal structure (SiO2) and biocompatibility 
(GOQDs, NDs); ensure high surface area and small particle size (SiO2, NDS), provide 
photoluminescence of the particles (GOQDs). Additionally, covalent immobilization of photosensitizer 
and bioactive components on the surface of nanocomposites via photo-cleavable linker is planned to 
ensure their controlled release.  



3. Introdução 

Nanopartículas e materiais nanoestruturados têm sido usados em aplicações difundidas em 
diversas áreas que vão desde a catálise de armazenamento de energia a té a biotecnologia. A 
natureza versátil desses materiais está ligada à possibilidade de se adaptar de forma controlada 
as propriedades físicas e químicas dos materiais. Nanocompósitos à base de óxidos metálicos 
são os mais utilizados em química analítica, catálise e em aplicações médicas [1]. Nos últimos 
anos, vários estudos sobre a toxicidade de nanomateriais e nanopartículas revelam suas 
propriedades específicas, tornando esses objetos muito mais reativos do que os maiores [2,3]. 
Particularmente demonstrou-se que as partículas à base de silicone e sílica têm alta citotoxicidade 
e baixa estabilidade coloidal em líquidos fisiológicos e se devem ser protegidas e estabilizadas [4]. 
Tal estabilização comumente inclui a preparação de nanocompósitos híbridos contendo diferentes 
nano-objetos e superfície modificada [5]. Devido à eventual citotoxicidade de nanopartículas de 
ouro [2] e efeito pirogênico da sílica [3], a importância de outras nanopartículas em aplicações 
biológicas geralmente reconhecidas se faz necessário [6]. A preparação das novas nanopartículas 
com menos citotoxicidade é o foco para o desenvolvimento de novos sistemas aplicáveis à 
biotecnologia [7], Entre os novos nanocompósitos híbridos, as estruturas à base de carbono atraem 
muita atenção devido à sua biocompatibilidade, alta área de superfície e propriedades úteis, como 
a fotoluminescência [8–11], Entre os materiais de carbono à base de nanodiamantes (NDs) e 
pontos quânticos de carbono (ou de óxido de grafeno, GOQDs) começaram a surgir como novos 
candidatos para aplicações promissoras no campo da nano-biotecnologia [9,12–14]. NDs e GOQDs 
não mostram toxicidade quando comparadas a nanopartículas de ouro, em especial, tornando-os 
ideais plataformas de entrega de droga em nano-escala [15,16]. Além disso, os GOQDs e NDs 
podem apresentar fluorescência intrínseca de defeitos pontuais tornando-os candidatos para 
aplicações de imagens biomédicas. Devido à presença de grupos funcionais em sua superfície, 
todas estas partículas podem ser funcionalizadas. Assim, nanopartículas híbridas com 
nanodiamantes e pontos quânticos de óxido de grafeno podem ser objetos promissores para 
aplicações nanobiotecnológicas e particularmente para entrega de drogas e terapia fotodinâmica 
de câncer [10,17]. 

3.1. Entrega de fármacos 

Sistemas de distribuição de drogas se servem para melhorar a baixa solubilidade, aumentar 
estabilidade in vivo, e aperfeiçoar a biodistribuição, e farmacocinética dos medicamentos. Existem 
duas categorias principais de sistemas de distribuição de drogas, que foram desenvolvidos ao 
longo dos anos. O primeiro grupo consiste em veículos semelhantes às cápsulas, incluindo 
micelas e lipossomas. Estes sistemas têm a capacidade de encapsular uma quantidade 
relativamente grande de medicamento dentro das suas estruturas automontadas.[18] A segunda 
família de agentes veiculares são aqueles para os quais os fármacos são acrescentadas no lado 
de fora. Entre esta categoria, os materiais à base de carbono, como fulerenos, nanotubos de 
carbono, NDs e GOQDs foram investigadas como veículos e para tratamento anticâncer e 
antimicrobiano. Acredita-se que os ND e GOQDs sejam mais promissores que os fulerenos e os 
nanotubos de carbono a aplicação biomédica [8,9,13,19–24]. 

Partículas de nanodiamantes surgiram como candidatos especialmente promissores na nano-
biotecnologia [25]. Além disso, estudos recentes demonstraram que os NDs não apresentam a 
toxicidade frequentemente observada com outras nanopartículas , e especialmente de Au NPs 
reforçando ainda mais a sua adequação em entrega de drogas e nanoplataformas de imagem 
[10,12,24,26–29]. 

O potencial terapêutico dos NDs como transportadores de droga foi mostrado pela primeira vez 
por Ho e colaboradores que conseguiram sintetizar NDs adsorvidos com doxorrubicina [30]. 
Diabetes e câncer são apenas dois exemplos em que o tratamento com o fármaco 
funcionalizado c o m  NDs podem ter um potencial terapêutico real [31]. A insulina adsorvida 
sobre NDs foi mostrada para dessorver ao longo do tempo. Daqui se conclui que este último 



sistema pode potencialmente servir como uma terapia de libertação controlada para os diabéticos, 
negando assim a necessidade de injeções de insulina [32,33].  

3.2. Invasiva terapia de câncer. 

O câncer é um problema de saúde pública relevante no mundo, sendo responsável por cerca de 
8,2 milhões de mortes anuais [34]  Segundo a estimativa de GLOBOCAN, em 2030 vamos ser 
alcançados 21,7 milhões de novos casos, e 31 milhões de mortes ao ano por esta doença [34]. 

Já há algum tempo, métodos não invasivos de tratamento contra diversos tipos de cânceres estão 
sob investigação ativa. Entre as estratégias não-penetrantes, destaca-se terapia fotodinâmica 
(TFD) e fototérmica (PTT) [35–37] e tratamento ultrassonográfico (a Terapia Sonodinâmica, TSD) 
[38–41] são considerados os mais fáceis e com maior eficaz. Com um enfoque minimamente 
invasivo, baseados na administração (sistêmica ou tópica,) de um agente fotossensibilizador (FSS) 
ou de um sonossensibilizador (SSS), em geral, não tóxico quando utilizado nas concentrações 
adequadas, que gera moléculas em estado excitado ou ativado, tornando-as mais reativas, Fig. 1. 
[14,27,38,42–44]. 

 

Fig. 1 As etapas principais da terapia fotodinâmica [45]. O fotossensibilizador (em seringa ou 
tubo) é aplicado localmente ou sistemicamente (Fase I), acumula-se em tumores (Fase II) e é 
ativado por iluminação externa (Fase III). Isso provoca os danos e morte celular. 

O efeito fotodinâmico na TFD, na maioria dos casos, deve-se à transferência de energia (de 
comprimento de onda específico, geralmente entre 600 a 750 nm) do FSS excitado para uma 
molécula, que funciona como um substrato (oxigênio molecular) [46]. Assim, dentro de um sistema 
biológico e em condições ideais, pode levar a efeitos citotóxicos de Espécies Reativas de Oxigênio 
(ROS) pela produção local e controlada. Do mesmo modo, na TSD, o dano tecidual esperado pelos 
efeitos citotóxicos se deve à geração de ROS; porém, os mecanismos ainda não são esclarecidos. 
Uma teoria proposta é a possibilidade do acúmulo de energia nas moléculas SSS a uma frequência 
com potência de Ultrassom (UTS) específica. 

Como pode ser visto acima, a terapia fotodinâmica e sonodinâmica no tratamento do câncer e 
outras doenças são muito promissora, particularmente, devido ao mais recente desenvolvimento 
em nano-química. Para futuros desenvolvimentos, os próximos problemas precisam ser resolvidos: 

I. O problema da entrega de luz ao SSS tem que ser resolvido 

II. O problema de baixa energia da luz que comumente usada para geração de ROS (600 - 
800 nm) tem que ser resolvido. 

III. Alta toxicidade e baixa estabilidade do SSS e do FSS deve ser reduzida 



IV. Uns transportadores de SSS ou FSS com baixa citotoxicidade têm que ser desenvolvidos 

V. Os transportadores devem ter alta estabilidade de suspensão em soluções fisiológicas 

VI. Os transportadores devem libertar o SSS ou o FSS apenas sob determinado tratamento 
físico 

VII. O transportador deve desempenhar papel ativo no processo de TFD/TSD 

VIII. O transportador deve ser metabolizado 
O problema I 

A fim de superar essas limitações, vários grupos desenvolveram recentemente uma nova 
abordagem onde nanopartículas produzem luz sob estimulação por radiação de raios X.[47] Os 
nanocintiladores podem absorver os raios X e gerar luz visível localmente. Os raios X têm grande 
capacidade de penetração, atingindo regiões inacessíveis a luzes visíveis, como o cérebro ou 
regiões profundas. Também é muito fácil concentrar-se em tumores. 

O problema II 

O sucesso da TFD requer condições específicas visando a alta produção de ROS, uma vez que 
numerosos estudos demonstraram que essa espécie química é a principal responsável pelos 
efeitos citotóxicos da TFD [45]. 

Problema III 

Mais de 1450 moléculas mostrando potenciais aplicações em TFD foram catalogadas [48]. No 
entanto, apenas algumas delas podem ser usadas, uma vez que os custos para sua introdução na 
prática clínica relacionada a testes clínicos são bastante elevados. Para limitar a toxicidade de 
SSS/FSS e aumentar sua estabilidade, as nanopartículas são usadas como transportadores. Em 
relação às aplicações de PDT nos tumores, os compostos mais estudados são o azul de metileno 
(MB). A utilização dos portadores ativos MB pode melhorar a situação. 

O problema V 

Como foi publicado anteriormente, a estabilidade dos portadores na solução fisiológica depende da 
hidrofilicidade e do tamanho das partículas. Por exemplo, as partículas de TiO2 formam uma 
suspensão muito instável e, portanto, não podem usar diretamente para sistemático TFD/TSD. A 
imobilização de grupos funcionais, como o PEG, pode melhorar a estabilidade coloidal das 
partículas [49,50]. Ideia semelhante é usada para melhorar a biocompatibilidade das nanopartículas 
(o problema IV). 

O problema VIII 

Para melhorar as propriedades metabólicas do veículo, não deve conter metais pesados (Ag, Au, 
Pt, etc). É demonstrado que os transportadores à base de sílica (SiO2) e titânia (TiO2) podem ser 
metabolizados [3,51] 

4. Justificativa para escolha do tema 

A terapia fotodinâmica emergiu como uma das importantes opções terapêuticas no tratamento do 
câncer e outras doenças. Por causa dos meus 20 anos de experiência em modificação de 
superfícies e imobilização de moléculas orgânicas em suporte inorgânico, tive uma colaboração 
frutífera nesse campo com cientistas da França, Espanha, EUA (FP7 e OTAN bolsas). Quando 
cheguei ao Brasil em 2014, busquei colaboração com cientistas brasileiros no campo da aplicação 
biomédica de Nanocompósitos híbridos. Em 2014 tive sorte de receber bolsa Pesquisador Visitante 
Especial (CNPQ) e em 2015 Bolsas de Produtividade em Pesquisa (CNPQ), que me permite 
finalizar o que foi começado na Europa e estabelecer meu grupo de pesquisa aqui no Brasil. Em 
2017, em colaboração com a FioCruz (Dr. Luiz Anastácio Alves), nós começamos um novo projeto 
comum no âmbito de apoio do Programa Nacional De Apoio À Atenção Oncológica (PRONON). No 
projeto, partículas híbridas serão usadas para terapia fotodinâmica e sonodinâmica.  

Aqui alguns resultados são apresentados, que demonstram a experiência do meu grupo de 



pesquisas na aplicação bioanalítica de nanopartículas híbridos com NDs/GOQDs. 

4.1. Partículas nanodiamantes 

O grande problema das nanodiamantes é a pequena área de superfície e dificuldades na 
modificação da superfície. Nós desenvolvemos uma estratégia simples para a imobilização 
simultânea de moléculas de direcionamento, medicamentos e agentes de imagiologia na 
nanoestrutura NDS para a conveniência de detecção e tratamento alvejado [52] Para validar 
o conceito, um material modelo contendo âncoras de dopamina trietilenoglicol (EG) e azida (N3) 
modificada (dop-EG e dop-N3) foi fabricada. A presença de funcionalidades de EG presta 
solubilidade de NDs em água e meios biológicos, enquanto o grupo-N3 permite modificação pós-
sintética do NDs usando o "clique" química, Fig. 2. Foi demonstrado que a estabilidade coloidal 
das partículas EG modificado de ND foi altamente melhorada. 

 

Fig. 2 Imobilização de trietilenoglicol (EG) e azida (N3) na superfice de NDs 

O conceito foi utilizado para desenvolver materiais NDs multifuncionais. Por exemplo, foi 
demonstrado que NDs com carboidratos imobilizados (ND-Man3) têm uma interação específica 
com proteínas de membrana bacterianas [22,23,53], Fig. 3. 

 

 

Fig. 3 Imagens da fluorescência do crescimento de S. aureus na ausência (controle) e presença 
de ND-Man3 ao serem coradas com as colorações VIVO (verde)/ MORTO (vermelho). 

Outra aplicação importante de materiais à base de NDs é o desenvolvimento de nanoestruturas 
para a imobilização específica de sítio de peptídeos marcado com histidina [54], Fig. 4. 



 

Fig. 4 Esquema de interação de péptido marcado com His com o Cu2+ sob interface de PPA-
BDD NW. 

4.2. Derivados de grafeno 

Uma das principais limitações de óxido de grafeno (GO) é a sua baixa estabilidade de suspensões 
aquosas. Foi demonstrado que a integração de rGO (reduzido oxido de grafeno) com PEG aumenta 
drasticamente a solubilidade rGO sob condições fisiológicas - observada nenhuma agregação 
mesmo após 6 meses de armazenamento,[19] Fig. 5. 

 

Fig. 5 Estabilidade de GO (1), GO–COOH (2), GO–PEG (3) e rGO–PEG (4) em água, PBS e meio 
biológico (DMEM). 

Esta pesquisa abriu o portão para a aplicação de rGO em nanotecnologia. Por exemplo, as 
propriedades únicas de rGO foram revelados em sua aplicação para a detecção de mutagen 
importante – peroxinitrito [19]. Descobrimos também que rGO estabilizados podem ser decorados 
com metais (Au, AuPd) nanopartículas que, essencialmente, o aumento da sua eficiência no 
tratamento de câncer, [43] Fig. 6. 

 

Fig. 6 Representação esquemática da síntese do agente fototérmico dos nanocompósitos AuPd 
NPs–rGO–PEG 

Um dos assuntos em entrega de insulina é o desenvolvimento de formulações que a protejam 



de degradação do pH ácido do estômago. Foi demonstrado, pela primeira vez, que matriz à 
base de óxido de grafeno pode garantir a estabilidade da insulina em pH baixo. Matrizes de GO 
e GO modificado com partículas magnéticas revestidas com 2-nitro dopamina (GO-MPdop) foram 
preparados e carregadas com insulina (Fig. 7) e pH da liberação da insulina foi estudada. As 
matrizes de GO que contém insulina ficaram estáveis em pH ácido, enquanto a insulina foi lançada 
sob expostos a soluções básicas (pH = 9,2). Estes resultados sugerem que as matrizes à base 
de GO são sistemas promissores para o tratamento de pacientes com deficiência de insulina [33]. 

 

Fig. 7 Carregamento de insulina no GO e GO – MPdop. 

5. O objetivo do projeto 

5.1. Objetivo geral 
Este projeto de pesquisa tem como foco a elaboração e investigação de novos nanomateriais 
híbridos que podem ser utilizados na terapia fotodinâmica e sonodinâmica de câncer como 
transportadores ativos para entrega de medicamentos, foto-sensibilizadores e sono-
sensibilizadores, que poderão liberar componentes ativos do tratamento na terapia de raio-X ou 
sonodinâmica. Os nanomateriais propostos devem ter alta estabilidade coloidal em líquidos 
fisiológicos e baixa citotoxicidade. 

5.2. Objetivos especificos 
Para alcançar os objetivos do projeto, propõe-se usar duas abordagens: 1) tradicional e 2) alternativa  

1. Nanocompósitos porosos híbridos à base de sílica com nanocristais de TiO2 e GOQDs 
imobilizados à superfície serão preparados e estudados como portadores de SSS e FSS. 

a. A área superficial elevada da sílica fornecerá a capacidade necessária para SSS 
/FSS e estabilizará nanopartículas de TiO2 em certas formas cristalinas; 

b. A estrutura porosa do transportador assegurará a proteção de componentes ativos; 
c. c.Nanopartículas de TiO2 gerarão componentes ativos sob raios-X e tratamento 

sonodinâmica, assim terão função de sonosensibilizadores. 
d. d.Os GOQDs melhorarão a estabilidade coloidal dos nanocompósitos híbridos, 

reduzirão sua citotoxicidade, e podem funcionar como fotosensibilizadores. 
2. Nanocompósitos híbridos à base de NDs e nanocristais de TiO2 com GOQDs covalente 

imobilizados serão preparados e estudados como portadores de SSS e FSS. 
a. Os NDs fornecerão alta capacidade do portador para componentes ativos, 

estabilizarão nanopartículas de TiO2 e aumentarão sua biocompatibilidade 
b. GOQDs imobilizados melhoram a estabilidade do nanocompósito em meios 

biológicos e podem funcionar como fotossensibilizador 
c. Nanopartículas de TiO2 gerarão componentes ativos sob raios-X e tratamento 

sonodinâmica, assim terão função de sono-sensibilizadores 
d. Imobilização covalente de componentes bioativos na superfície de nanodiamantes 

através de linker fotoclivável, pode garantir a liberação de controle do SSS ou FSS. 



6. Relevância científica e tecnológica 
O câncer é um problema de saúde pública relevante no mundo, sendo responsável por cerca de  8,2 
milhões de mortes anuais [55]. Segundo a GLOBOCAN a estimativa é que em 2030 tenhamos 
alcançado 21,7 milhões de novos casos, e 31 milhões de mortes ao ano por esta doença [56]. A 
Terapia Fotodinâmica (TFD) e a Terapia Sonodinâmica (TSD) surgem como tratamentos alternativos 
ou coadjuvantes ao tratamento do câncer, com um enfoque minimamente invasivo, baseados na 
administração (sistêmica ou tópica) de um agente fotossensibilizador (FSS) ou de um 
sonossensibilizador, que gera moléculas em estado excitado ou ativado, tornando-as mais reativas 
[38,57]. Entre as estratégias não penetrantes do tratamento antineoplásico, as terapias TFD e TSD 
são consideradas as mais eficazes para o futuro. Mas, até agora, o desenvolvimento de TFD e PTT 
é muito limitado. Entre vários problemas que precisam ser resolvidos para uma aplicação clínica do 
TFD, são mais importantes os próximos: 1) O efeito fotodinâmico na TFD, na maioria dos casos, 
deve-se à transferência de energia (geralmente entre 600 a 750 nm) do FSS. Esta energia e muito 
baixa para geração de ROS; 2) FSS tem baixa estabilidade para administração sistêmica por isso 
precisa uns transportadores; 3) nano-transportadores na base de sílica tem alta estabilidade de 
suspensão em soluções fisiológicas e citotoxicidade; 4) os transportadores devem libertar o SSS ou 
o FSS apenas sob determinado tratamento físico; 5) o transportador deve ser metabolizado.  
O princípio do projeto é baseado na hipótese que nanomateriais híbridos com nanodiamantes e 
pontos quânticos de óxido de grafeno podem melhorar as propriedades dos materiais que são 
usados como transportadores ativos para entrega de medicamentos, foto-sensibilizadores e sono-
sensibilizadores, que poderão liberar componentes ativos do tratamento na terapia de raio-X ou 
sonodinâmica, porque superam algumas limitações, postuladas. O projeto desenvolve estratégia 
para melhorar as propriedades de nanomateriais e metodologia que pode garantir essa melhoria. 
 
Duas abordagens relacionadas serão investigadas. Um enfocará a preparação de nanocompósitos 
de NDs/TiO2 com GOQDs imobilizados (NDs/TiO2@GONDs). O outro é nanocompósito poroso à 
base de sílica com nanocristais de TiO2 e GOQDs imobilizados (SiO2/TiO2@GOQDs). A ideia do 
projeto é baseada na capacidade do TiO2 de produzir espécies bioativas sob tratamento com 
ultrassom. A integração de TiO2 em nanocompósitos pode: a) melhorar a estabilidade coloidal (NDs), 
estrutura cristalina necessária (SiO2) e biocompatibilidade (GOQDs, NDs); b) garantir alta área de 
superfície e nanotamanho das partículas (SiO2, NDS), fornece fotoluminescência das partículas 
(GOQDs); 3) a imobilização covalente de foto-sensibilizadores e componentes bioativos na 
superfície de nanocompósitos via linker foto-clivável é planejada para garantir sua liberação 
controlada. 

7. As metas (como os objetivos serão alcançados) 
O princípio do projeto é baseado na hipótese que nanomateriais híbridos com nanodiamantes e 
pontos quânticos de óxido de grafeno podem melhorar as propriedades dos materiais que são 
usados como transportadores ativos para entrega de medicamentos, foto-sensibilizadores e sono-
sensibilizadores, que poderão liberar componentes ativos do tratamento na terapia de raio-X ou 
sonodinâmica, porque superam algumas limitações, postuladas aqui como problema I-VIII. 
O projeto desenvolve estratégia para melhorar as propriedades de nanomateriais e metodologia que 
possa garantir essa melhoria. Acredita-se que essas abordagens possam essencialmente melhorar 
as propriedades dos portadores para TFD e TSD e resolver algumas limitações postuladas 
anteriormente (problema I-VIII). Aqui eu explico brevemente a razão para tal suposição. 
Problema I. Entrega de luz ao SSS 

O problema pode ser resolvido se a luz vai ser produzido localmente. Neste caso limite de 600-800 
nm não é crítico. Ultrassom e raio-X são usados no projeto como fontes de energia. Para transformar 
essa energia em luz, nano-sensibilizadores serão utilizados. 
a) Nanocristais de TiO2 será sonossensibilizadores [39]. 
b) Complexos de Eu com GOQDs ou outros ligantes serão utilizados como fotossensibilizadores 



Nanocristais de TiO2 não são estáveis. Eles rapidamente se aglomeram e precipitam. Portanto, eles 
precisam ser imobilizados em alguma matriz inerte. Sílica porosa pode ser tal matriz, onde eles são 
estabilizados em forma de anatasse com tamanho das partículas de 5 nm.[58] 
Foi demonstrado recentemente que complexos metálicos de GOQs possuem atividade de 
fotoluminescência, gerando luz vermelha [28,59]. 
Devido à estrutura porosa do nanocompósito, esperamos que o FSS/SSS seja adsorvido muito 
próximo dos componentes ativos anticâncer, portanto espera-se alta eficiência de interação. 
Problema II. O problema de baixa energia da luz que comumente usados. 

Este problema pode ser resolvido usando o TiO2 como um componente ativo da portadora. Entre 
semicondutores cristalinos, titânia (anatasse, TiO2) tem sido provado fotoativa, podendo gerar um 
singleto de oxigênio mediante tratamento fotoquímico [60,61]. O singleto de oxigênio pode ser 
gerado em TiO2 sob UV (mecanismo de Nosaka), bem como a irradiação NIR. 
Problema III. Alta toxicidade e baixa estabilidade do SSS e do FSS. 

No projeto azul de metileno (MB) será usado como componente anticancerígeno-ativo na terapia 
fotodinâmica. Para limitar a toxicidade de MB e aumentar sua estabilidade, as nanopartículas são 
usadas como transportadores e MB será liberado de propósito somente sob tratamento TFD/TSD. 
Para isso, os ligantes fotoativos serão imobilizados em superfície de sílica /nanodiamantes, se 
necessário. Sob tratamento pela luz, os linkers liberarão MB. 
Problema IV. Transportadores tem que ser com baixa citotoxicidade. 

No projeto, para reduzir a toxicidade dos transportadores, duas abordagens serão utilizadas: 
• GOQDs será imobilizado na superfície de transportadores na base de sílica. Devido à baixa 
citotoxicidade, os GOODs podem reduzir a toxicidade dos nanocompósitos [50]. 
• Abordagem alternativo também será utilizado. Nanocompósitos híbridos à base de NDs e 
nanocristais de TiO2 com GOQDs covalente imobilizados serão preparados e estudados como 
portadores (Objetivos, parte 2). 
NDs não absorvem raios-X e provavelmente não gerarão espécies ativas e tratamento com 
ultrassom, mas descobrimos que eles podem estabilizar nanopartículas de TiO2, Fig. 8. Esta 
observação será explorada para a preparação alternativa nanocompósito NDs/TiO2. 

 
Fig. 8 Soluções salinas de NDs (1 wt.%)+TiO2 (5 wt.%) (tubo esquerdo) e NDs (1 wt.%) (tubo 
direito) – as fotos foram feitas no laboratório. 

Além disso, a baixa citotoxicidade dos nanocompósitos de NDs/TiO2 na solução salina foi observada, 
Fig.9. As condições dos testes de toxicidade conduzidos de acordo com o protocolo no item 9 de 
WP6. 



 
Fig. 9 Os resultados preliminares dos testes de citotoxicidade, usando as suspensões de NDs (1 
wt.%)+TiO2 (5 wt.%) na solução salina. As percentagens correspondem aos graus de diluição de 
NDs/TiO2 com a solução salina. 

Problema V. Instabilidade coloidal de nano-portadores em soluções fisiológicas 

Devido à sua baixa área superficial (5-20 m2/g), nanocristais de TiO2 puros são inviabilizados à 
aplicação biomédica além de tenderem a se aglomerarem e, consequentemente, formam cristais do 
tipo rutilo inativo. Entretanto, como uma peça de material compósito, o mesmo pode: a) estabilizar 
estrutura cristalina da anatasse de TiO2, b) assegurar o tamanho pequeno de partículas de TiO2 para 
maior foto-eficiência (5-10 nm). Este óxido possui muitas aplicações biomédica promissoras para 
terapia fotodinâmica e a ultrassonográfica anticâncer. Em contraste ao TiO2, a sílica amorfa pode 
formar partículas não porosas com superfície até 300 m2/g. A combinação de TiO2 e SiO2 pode 
contribuir para um material híbrido que possui as vantagens dos dois óxidos: grande área superficial 
da sílica e atividade da Titânia. 
Por causa da carga altamente negativa de GOQDs em solução fisiológica, a imobilização desses 
objetos na superfície das nanopartículas (SiO2, NDs) também pode aumentar a estabilidade da 
suspensão. 
 

Problema VI. Os transportadores devem liberar o SSS ou o FSS apenas sob determinado 
tratamento. 

A liberação do fármaco desencadeada a partir da superfície das partículas pode ser realizada por 
imobilização de grupos de ligação (tais como fotoativos derivados o-nitrofenol) que se ligarão ao 
fármaco-alvo com a superfície da partícula. Por causa da alta foto-atividade das partículas NDs, tais 
ligantes podem ser ativados no estado imobilizado que vai conduzir à libertação da SSS ou FSS. 
 
Problema VII. O transportador deve desempenhar papel ativo no processo de TFD/TSD 

Neste caso, as nanopartículas desempenham um papel ativo no processo de TFD e funcionam como 
materiais cintilantes e mediadores de energia [62]. 
Recentemente, foi demonstrado que o tratamento com ultrassom de materiais compósitos contendo 
TiO2 pode gerar ROS em solução [63]. Ademais, a sonicação da solução pode também gerar 1O2 
em água [64]. 

8. Os métodos 

De acordo com os objetivos do projeto, a atividade de pesquisa será organizada nas próximas 
partes de trabalho (WP). 

WP1. Desenvolvimento de procedimento adequado e preparação de nanopartículas híbridos à 
base de sílica com nanocristais de TiO2 com GOQD ligados covalentemente na superfície 



(SiO2/TiO2@GOQDs) para imobilização de SSS e SFS. 

WP1.1. Preparação de nanopartículas híbridos à base de sílica com tamanho 40-80 nm, com 
nanocristais de TiO2 (5-10 nm) no forme de anatasse. 

WP1.2. Desenvolvimento do procedimento para imobilização covalente de GOQS na 
superfície de SiO2/TiO2 

WP2. Desenvolvimento de procedimento adequado e preparação de nanopartículas híbridos à 
base de NDs e nanocristais de TiO2 com GOQD ligados covalentemente na superfície 
(NDs/TiO2@GOQDs) para imobilização de SSS e SFS. 

WP2.1. Desenvolvimento do procedimento para preparação de nanopartículas híbridos à 
base de NDs (3-10 nm) e nanocristais de TiO2 (10-60 nm) 

WP2.2. Desenvolvimento do procedimento para imobilização covalente de GOQS na 
superfície de NDs. 

WP3. Imobilização de componentes bioativos através de linker foto-clivável e outros ligantes 
(quelantes de metais) na superfície de NDs e SiO2. 

 WP3.1. Imobilização de componentes bioativos na superfície de NDs/TiO2@GOQDs 

 WP3.2. Imobilização de componentes bioativos na superfície de SiO2/TiO2@GOQDs 

WP3.2. Preparação e investigação de complexos imobilizados de Eu (e outros metais) com 
fluorescência vermelha 

WP4. Investigação de nanocompósitos híbridos. 

WP4.1. Composição química 

WP4.2. Tamanho de partícula e estrutura porosa. 

WP4.3. Estabilidade da suspensão da água/ solução fisiológica. 

WP4.4. Propriedades foto- e sonoluminescentes 

WP4.5. Investigação de quimissorção e dessorção de componentes bioativos sem 
tratamentos de raios-X e ultrassom 

WP5. Investigação da biocompatibilidade de partículas novas. 

WP6. Investigação da capacidade das partículas do projeto geram espécies biologicamente ativas 
ou liberam SSS/FSS sob tratamento com raios X e ultrassom. 

Abaixo o plano detalhado da pesquisa é apresentado. 

1. Preparação dos transportadores ativos baseados em SiO2/TiO2 e otimização da síntese 
versus sua atividade sob irradiação TFD e TSD 

 
A maior atividade fotocatalítica do composto SiO2/TiO2 foi detectada na proporção Ti/Si de 70/30. 
Estrutura porosa resultante do composto SiO2/TiO2 permite uma maior imobilização de compostos 
fotodinâmicos orgânicos e inorgânicos, para aumentar a eficiência de SiO2/TiO2 na geração de ROS. 
No processo de síntese dos seguintes reagentes serão utilizados: Na2SiO3, Ti(OBu)4, Eu(NO3)3. 

2. Otimização da síntese de GOQDs e investigação de sua imobilização em superfície de 
SiO2/TiO2 e superfície de NDs 

A otimização do processo de obtenção dos pontos quânticos de grafeno (GOQDs) por pirólise de 
ácido cítrico será realizado afim de investigar a influência da temperatura (170 e 200°C) versus 
tempo (30 min - 24 horas) e fotoluminescência. Outra abordagem consiste na preparação de 
GOQDs no interior de poros de SiO2, como um nano-reator [65]. 



3. Preparação dos complexos de GOQDs com metais terras raras (lantanídeos) 

A preparação dos complexos de GOQDs com terras raras será realizada através da reação direta 
entre GOQDs com Eu3+ em etanol. A supressão de fluorescência na presença de Eu3+ na solução 
de GOQDs será realizada utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescência. 

4. Imobilização GOQDs na superfície de sílica e SiO2/TiO2 será realizada após a silanização da 
superfície com aminosilano, e posteriormente, a acetilação com GOQDs (com DCC ou EDC, 
comumente utilizados como ativadores de ácidos carboxílicos) para formar ligação 
covalente; 

5. Ativação das nanopartículas: NDs 

Reduzindo as funções na superfície de NDS a -OH pode ser conseguido com borano e irá ser 
utilizado para a geração de uma grande quantidade de grupos hidroxilo superficiais. A outra 
possibilidade refere-se à hidrogenação das partículas, seguida da reação com O2 gasoso obtendo-
se terminados em grupos carboxílicos, Fig. 10. 

 

Fig. 10 Activation of ND surface to receive carboxylic fragments 

6. Introdução de grupos superficiais bio-compatíveis para o NDs 

o Imobilização não-covalente 

Para a funcionalização das nanopartículas, as moléculas serão imobilizadas através de reações de 
amidação ou esterificação com os grupos carboxílicos presentes na superfície (ND-COOH), e 
posteriormente, o fármaco-alvo será adsorvido na superfície funcionalizada através de interações 
não-covalentes. 

 

A molécula chave para a liberação controlada consiste em um fragmento contendo um grupo 
fotoclivável (nitrofenólico), ligado diretamente a cadeias oxialquílicas oligoméricas. Recentemente, 
Zaitsev e colaboradores demonstraram que tais moléculas que possuem cadeias oxialquílicas 
oligoméricas podem adsorver seletivamente antibióticos, quando imobilizados. Além disso, 
comprovou-se que a molécula utilizada foi capaz de liberar fármacos, quando imobilizados em 
nanopartículas de ouro. A imobilização não-covalente do medicamento pode permitir a sua 
liberação controlada, na sua forma nativa sem quaisquer outros compostos tóxicos, que permanece 
sobre a superfície da partícula após a irradiação de luz. Além disso, o método mais tarde pode dar 
a capacidade de droga mais elevada devido à menor complexidade de sequência de reações 



químicas na superfície do transportador. (Ademais, o método poderá ser aprimorado futuramente 
para que medicamentos mais complexos possam ser utilizados devido à menor complexidade de 
sequências de reações químicas na superfície do transportador). 

o Imobilização covalente  

A estratégia utilizada consiste em "Click chemistry", a fim de para imobilizar uma molécula ligante 
foto-lábil aos NDs e GOQDs, através do qual medicamentos ou proteínas serão ligados, sem a 
necessidade da sua modificação química. Esta última característica representa uma grande 
vantagem: a maioria dos métodos para a integração das moléculas de fármaco à superfície das 
nanopartículas relatados até agora requerem a modificação química das drogas, Fig. 11. 

 

Fig. 11 Esquema da imobilização de grupos fotoativos usando "Click chemistry" 
 

7. Métodos de caracterização das nanopartículas: Os seguintes métodos estão disponíveis: 

• Espalhamento Dinâmica de Luz (DLS) para estimar a distribuição das NPs em meio 
coloidal, (Central Analítica do Departamento de Química, PUC-Rio).  

• Microscopia Eletrônica de Varredura e Microscopia Eletrônica de Transmissão para estudo 
da morfologia superficial e estrutural das NPs.  

• Estudos de fotoluminescência (espectros de emissão, excitação e decaimento de 
luminescência) com fluorímetro de alta resolução (Departamento de Química, PUC-Rio).  

• Difração de raios X para estudar composição de fase, cristalinidade, tamanho de cristal 
(PUC-Rio).  

• Adsorção-dessorção de nitrogênio de baixa temperatura validado por cálculo 
computacional usando a Teoria do funcional da densidade (DFT,o método Nguyen-Do 
modificado (MND) e o método modificado de Fowler-Guggenheim para analisar 
propriedades texturizadas, distribuição de tamanho dos poros, distribuição de energia de 
adsorção e distribuição de potencial de adsorção relativa à superfície das nanopartículas 
(PUC-Rio).  

• Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) para uma 
estimativa precisa da concentração de lantanídeos em nanopartículas (PUC-Rio).  

• Calorímetro Diferencial de Varredura (DSC) para investigar temperaturas características e 
obter informações de termoestabilidade e cristalinidade dos materiais preparados (PUC-
Rio).  

• Espectroscopia de Absorção de Raios X (XANES) em modo de transmissão para estudar 
a valência, ambiente de coordenação e distorções geométricas dos íons Ln3+ (linha XAFS1 
do LNLS).  



• Luminescência óptica excitada por Raios X (XEOL) para obter informações do 
comportamento óptico do material quando irradiado por raios x, medindo-se o espectro de 
emissão e/ou a luminescência integrada em função da energia (linha XAFS2 do LNLS).  

• Espectroscopia de Ultravioleta da fonte de luz síncrotron UVX utilizando Monocromador de 
Grade Toroidal para realizar estudos de luminescência de nanocristais obtidos, investigar 
o comportamento da fotodegradação e fotoionização dos materiais e estudar as estruturas 
eletrônicas de nanocristais (linha TGM do LNLS). 

8. Investigação das propriedades dos materiais obtidos (capacidade de gerar ROS, 
citotoxicidade, liberação de SSS/FSS) sob fotodinâmica e sonodinâmica será realizado em 
colaboração com a FIOCRUZ 

• Avaliação de citotoxicidade pelo método de redução do MTT: Após cada condição 
analisada, será adicionado 25 µL de sal MTT (5 mg/mL, Sigma®) e 175 µL de DMEM. Após 
3 h, o meio será removido e a ele será adicionado 100 µL de DMSO. A absorvância será 
medida no leitor de placas a 570 nm (RISS et al., 2015). 

• Ensaio de fototoxicidade: As células serão incubadas com Calcein-AM (5 a 400 µM) e 
depois expostas à luz LED vermelha (0,2 – 23 uW/ cm²) por 3, 6, 11, 15 e 30 min. A 
viabilidade celular será determinada pelo método MTT (PACHECO et al., 2016). 

• Avaliação da fotodinâmica e sonodinâmica in vivo: Desenvolvimento do modelo animal 
de glioblastoma: Será desenvolvido em camundongos machos C57BL/6, conforme descrito 
por Tamajusuku e Cols (SILVA et al., 2012). 

9. Análise dos dados: descrever métodos, técnicas, testes estatísticos e/ou programas 
computacionais utilizados para trabalhar os dados obtidos. 

• O tamanho das nanopartículas que formaram a estrutura cristalina pode ser calculado 
usando a equação de Scherrer, 

• O volume total de poros, Vp, é determinado no ponto de adsorção máximo, isto é, no p/p0 = 
0,98- 0,99. 

• A área superficial específica, SBET, é calculada a partir do método BET padrão e parâmetros 
de porosidade textural. A distribuição incremental de tamanho de poro (IPSD) é estimada a 
partir de um ramo de dessorção por aplicação da regularização auto-consistente (SCR) que 
inclui os modelos de combinação dos três tipos de porosidade: poros cilíndricos,poros tipo 
fenda e espaços vazios entre as particulas, isto é, porosidade textural.  

• Todos os dados serão expressos através da média aritmética ± DP (desvio padrão). Antes 
de iniciarmos os testes de inferência estatística, verificaremos se a amostra vem de uma 
distribuição normal para isso utilizamos o teste de D’ Agostino e Pearson. Quando os dados 
seguirem uma distribuição normal, utilizaremos um teste paramétrico adequado e quando 
não seguirem, utilizaremos um teste não paramétrico. O nível de significância adotado será 
alfa de 5 % (P < 0.05) e todos os testes serão bicaudais. 

9. Os resultados esperados (Milestones) 

 resultados mais importantes sucesso, 
% 

1. O Nanocompósitos SiO2/TiO2 estabilizará nanocristais de TiO2 em anatasse 10 

2. Nanocompósitos à base de NDs com TiO2 demonstrarão alta estabilidade de 
suspensão em solução fisiológica 

20 

3. Metodologia para imobilização de GOQDs em superfície de SiO2/TiO2 ou NDs será 
desenvolvida 

10 

4. Metodologia para imobilização de fragmentos fotoativos em superfície de NDs e 
GOQDs serão desenvolvidas 

10 

5. Nanocompósito híbrido com NDs organicamente modificados de GOODs na forma 
nativa ou nos complexos com metais demonstrarão fluorescência intrínseca 

20 

6. Nanocompósitos à base de NDs/TiO2 ou SiO2/TiO2 mostrará atividade de TFD ou 
TSD 

20 



7. Tratamento TFD ou TSD de NDs individuais ou GOQDs em imobilizados em 
formas SiO2/TiO2 liberarão SSS ou FSS 

10 
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11. Plano do trabalho 

WP  
No. Tarefa 

meses decorrido 

1-6 7-12 13-18 19-24 25-30 31-36 

1. 

Desenvolvimento de procedimento adequado e 
preparação de nanopartículas híbridos à base de sílica 
com nanocristais de TiO2 com GOQD ligados 
covalentemente na superfície (SiO2/TiO2@GOQDs) para 
imobilização de SSS e SFS             

1.1 
Preparação de nanopartículas híbridos à base de sílica 
com tamanho 40-80 nm, com nanocristais de TiO2 (5-10 
nm) no forme de anatasse. 

            

1.2 
Desenvolvimento do procedimento para imobilização 
covalente de GOQS na superfície de SiO2/TiO2 

            

2 

Desenvolvimento de procedimento adequado e 
preparação de nanopartículas híbridos à base de NDs e 
nanocristais de TiO2 com GOQD ligados covalentemente 
na superfície (NDs/TiO2@GOQDs) para imobilização de 
SSS e SFS 

            

2.1 
Desenvolvimento do procedimento para preparação de 
nanopartículas híbridos à base de NDs (3-10 nm) e 
nanocristais de TiO2 (10-60 nm) 

            

2.2 
Desenvolvimento do procedimento para imobilização 
covalente de GOQS na superfície de NDs. 

            

3 
Imobilização de componentes bioativos através de linker 
foto-clivável e outros ligantes (quelantes de metais) na 
superfície de NDs e SiO2 

            

3.1 Imobilização de componentes bioativos na superfície de 
NDs/TiO2@GOQDs             

3.2 Imobilização de componentes bioativos na superfície de 
SiO2/TiO2@GOQDs             

3.3 
Preparação e investigação de complexos imobilizados de 
Eu (e outros metais) com fluorescência vermelha             

4 Investigação de nanocompósitos híbridos.             

4.1 Composição química             

4.2 Tamanho de partícula e estrutura porosa.             

4.3 Estabilidade da suspensão da água/ solução fisiológica             

4.4 Propriedades foto- e sono- luminescentes             

4.5 
Investigação de quimissorção e dessorção de 
componentes bioativos sem tratamentos de raios-X e 
ultrassom             

5. Investigação de biocompatibilidade de partículas novos             

6. 
Investigação da capacidade das partículas do projeto 
geram espécies biologicamente ativas ou liberam 
SSS/FSS sob tratamento com raios X e ultrassom             

 


