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2. Resumo

Entre as aplicagdes mais promissoras de nanoparticulas estdo a medicina e a biotecnologia.
Nessas areas, os nanomateriais t€ém sido usados para administracdo de medicamentos, terapia
fotodinamica e fototérmica, para terandstica. Até hoje, os nanomateriais mais utilizados para aplicagado
biomédica sdo: metais (Au, Ag, Pt), 6xidos metalicos (SiO2, TiO2) e materiais a base de carbono
(nanotubos de carbono, fulerenos, grafeno). No entanto, a aplicagdo biomédica de nanomateriais
conhecidos ¢ bastante limitada devido a eventual citotoxicidade e baixa estabilidade coloidal.
Portanto, a importancia do desenvolvimento de novas nanoparticulas ¢ geralmente reconhecida.

Entre os novos candidatos, as estruturas baseadas em carbono atraem muita aten¢ao devido a
sua biocompatibilidade, alta area de superficie e estabilidade. Entre eles, nanodiamonds (NDs) e
quantum pontos de carbono (CQDSs) sdo reconhecidos como uns novos candidatos a aplicagdes
nanobiotecnologicas.

A ideia da pesquisa é combinar propriedades atrativas de NDs para biotecnologia e medicina
(baixa citotoxicidade, facil metabolizagdo, capacidade de penetrar nas células e sair da célula sem
danificar a membrana) com propriedades atrativas de CQDs para diagnéstico médico (forte e estavel
fotoluminescéncia). A combinagdo destes dois nanomateriais pode também dar um efeito sinérgico
da estabilizagdo dos objetos hibridos em soluc¢ao fisioldgica (devido a forte carboxilagdo da
superficie dos CQDs que carregam negativamente as particulas em meios basicos). A imobilizacao
dos CQDs na superficie de NDs também pode aumentar a area de superficie das particulas e sua
capacidade de maior funcionalizagdo quimica.

Esta pesquisa estd focada na elaboragdo e investigagdao de novos nanomateriais hibridos
baseados em NDs, com CQDs covalentemente imobilizados (NDs@CQDs) e sua aplicagdo em
terandstica e em terapia fotodinamica de cancer. Para possibilitar a utiliza¢ao de particulas em
terapia sonodindmica, o composito de particulas mistas serd preparado com nanoparticulas de TiO>
(TiIO.@CQDs). Adicionalmente, a imobiliza¢do covalente de fotossensibilizador e componentes
bioativos na superficie de nanocompositos via linker foto-clivavel é planejada para garantir sua
liberagao controlada.

3. Abstract

Among the most promising application of nanoparticles are medicine and biotechnology. In these
areas nanomaterials have been used for drug delivery, photodynamic and photothermal therapies, for
theranostics. Till today nanomaterials that most commonly used for biomedical application are:
metals (Au, Ag, Pt), metal oxides (SiO, TiO2) and carbon-based materials (carbon nanotubes,
fullerene, graphene). However, the biomedical application of known nanomaterials is quite limited
due to eventual cytotoxicity and low colloidal stability. Therefore, the importance of development of
novel nanoparticles is generally recognized. Among the new candidates, carbon-based structures
attract a lot of attention because of their biocompatibility, high surface area and stability. Among
them nanodiamonds (NDs) and carbon quantum dots (CQDs) are recognized as a new candidate for
nanobiotechnological applications.

The idea of the research is to combine attractive properties of NDs in biotechnology and medicine
(low cytotoxicity, easy metabolization, ability to penetrate cells and leave the cell without damaging
the membrane) with attractive properties for medical diagnosis of CQDs (strong and stable
photoluminescence). Combination of these two nanomaterials can also give synergistic effect of
stabilization of the hybrid objects in physiological solution (because of strong carboxylation of the
CNDs surface that negatively charge the particles in basic media). Immobilization of the CQDs on
NDs surface can also increase the surface area of the particles and their ability for further chemical
functionalization.



This research is focused on the elaboration and investigation of new hybrid NDs-based
nanomaterials with covalently immobilized CQDs (NDs@CQDs) and their application in
theranostics and in photodynamic therapy of cancer. To enable the particles utilization in
sonodynamic therapy mixed-particle composite will be prepared with TiO. nanoparticles
(TIO2@CQDs). Additionally, covalent immobilization of photosensitizer and bioactive components
on the surface of nanocomposites via photo-cleavable linker is planned to ensure their controlled
release.

Palavras-chave (PR): Nanodiamantes, quantum pontos de carbono, nanocompositos hibridos,
theranostics
Palavras-chave (En): Nanodiamonds, carbon quantum dots, hybrid nanocomposites, theranostics

4. O objetivo do projeto

O principio do projeto ¢ baseado na hipotese que nanomateriais hibridos com nanodiamantes (NDS)
e pontos quanticos de carbono (CQDs) podem melhorar as propriedades dos materiais que sdo
usados como transportadores ativos para entrega de medicamentos e fotossensibilizadores, que
poderao liberar componentes ativos do tratamento na terapia fotodindmica, porque eles superam
algumas limitagdes dos transportadores conhecidos, postuladas aqui como os problemas I-VII1I.
Objetos propostos também podem demonstrar sinergismo na aplicagao teranostica, porque
combinam propriedades importantes tanto para diagndstico como para terapia.

O projeto desenvolve estratégia para melhorar as propriedades de nanomateriais e metodologia que
possa garantir essa melhoria.

4.1. Objetivo geral
Elaboragdo ¢ investigacdo de novos nanomateriais hibridos com baixa citotoxicidade, que podem
penetrar através da membrana celular e ter luminescéncia estavel na regido visivel, alta area de
superficie e grupos funcionais ativos adequados para imobiliza¢do de produtos farmacéuticos e,
portanto, podem ser utilizados para terandstica ¢ na terapia fotodinamica de cancer como
transportadores ativos para entrega de medicamentos e fotosensibilizadores. Além disso, as
particulas devem ser capazes de liberar os farmacos imobilizados sob tratamento externo e ter alta
estabilidade coloidal em liquidos fisiologicos.

4.2. Objetivos especifico
Para alcangar os objetivos do projeto, propde-se usar duas abordagens:

1. Nanocompositos hibridos a base de nanodiamantes (NDs) com grupos organicos funcionais
covalentemente imobilizados na superficie.

a. Para conferir luminescéncia estavel a possibilidade de imobilizagdo dos pontos
quanticos de carbono (CQDs) na superficie de NDs sera estudada.

b. Para garantir espectros de emissdo independentes de excitagao dos CQDs, eles serao
preparados usando a abordagem de nanorreatores.

c. Imobilizagao covalente de componentes na superficie de nanodiamantes através de
linker fotoclivavel, pode garantir a libera¢do de controle dos farmacéuticos.

2. Nanocompositos porosos hibridos a base de nanocristais de TiO2 e CQDs imobilizados
(TIO2@CQDs) a superficie serdao preparados e estudados como portadores de farmacéuticos,
fotossensibilizadores (FSS) e sonossensibilizadores (SSS).

a. A érea superficial elevada da silica fornecera a capacidade necessaria para SSS /FSS
e estabilizara nanoparticulas de TiO2 em certas formas cristalinas;
b. A estrutura porosa do transportador assegurara a protecdo de componentes ativos;



C. Nanoparticulas de TiO2 gerardo componentes ativos sob raios-X e tratamento
sonodinamica, assim terdo func¢do de sonossensibilizadores.
d. Os CQDs melhorardo a estabilidade coloidal dos nanocompositos hibridos, reduzirdo
sua citotoxicidade, e podem funcionar como fotosensibilizadores.
Propriedades uteis de novos materiais obtidas por estas duas diferentes abordagens como:
e atividade luminescente,
capacidades totais para medicamentos de entrega e fotosensibilizadores,
habilidade de eliminar componentes sob tratamento externo serdo comparadas,
citotoxicidade,
estabilidade em solugdes fisiologicas

5. Qualificacao do problema

Nanoparticulas e materiais nanoestruturados tém sido usados em aplicagdes difundidas em
diversas areas que vao desde a catalise de armazenamento de energia até a biotecnologia. A
natureza versatil desses materiais esta ligada a possibilidade de se adaptar de forma controlada
as propriedades fisicas e quimicas dos materiais. Nanocompdsitos a base de 6xidos metalicos sdo
os mais utilizados em quimica analitica, catélise e em aplicacdes médicas®. Nos ultimos anos,
varios estudos sobre a toxicidade de nanomateriais e nanoparticulas revelam suas propriedades
especificas, tornando esses objetos muito mais reativos do que os maiores.>® Particularmente
demonstrou-se que as particulas a base de silicone e silica tém alta citotoxicidade e baixa
estabilidade coloidal em liquidos fisiologicos e se devem ser protegidas e estabilizadas.* Tal
estabilizagdo comumente inclui a preparacdo de nanocompdsitos hibridos contendo diferentes
nanoobjetos e superficie modificada®. Devido a eventual citotoxicidade de nanoparticulas de ouro
e efeito pirogénico da silica,® a importancia de outras nanoparticulas em aplicagdes biologicas
geralmente reconhecidas.® Preparacdo das novas nanoparticulas com menos citotoxicidade é um
dos principais no sentido do desenvolvimento de novos sistemas para biotecnologia.” Entre os
novos nanocompositos hibridos, as estruturas a base de carbono atraem muita aten¢ao devido a sua
biocompatibilidade, alta area de superficie e propriedades uteis, como a fotoluminescéncia.® !
Entre os materiais de carbono a base de nanodiamantes (NDs) e pontos quanticos de carbono (ou de
oxido de grafeno, CQDS) comegaram a surgir como novos candidatos para aplicagdes promissoras
no campo da nano-biotecnologia.®*?** NDs e CQDs nio mostram a tio toxicidade quanto
nanoparticulas de ouro, em especial, tornando-0s ideais plataformas de entrega de droga em nano-
escala.’>1® Além disso, os CQDs e NDs podem apresentar fluorescéncia intrinseca de defeitos
pontuais tornando-os candidatos para aplicagdes de imagens biomédicas. Devido ao conhecido
quimica de superficie, todas estas particulas podem ser funcionalizadas. Assim, nanoparticulas
hibridas com nanodiamantes e pontos quanticos de 6xido de grafeno podem ser objetos
promissores para aplicagdes nanobiotecnologicas e particularmente para entrega de drogas e terapia
fotodindmica de cancer.1%

2

5.1. Entrega de drogas

Sistemas de distribuicdo de drogas se servem para melhorar a baixa solubilidade, aumentar
estabilidade in vivo, e aperfeicoar o biodistribuicao, e farmacocinética dos medicamentos. Existem
duas categorias principais de sistemas de distribuicdo de drogas, que foram desenvolvidos ao
longo dos anos. O primeiro grupo consiste de veiculos semelhantes as capsulas, incluindo
micelas e lipossomas. Estes sistemas tém a capacidade de encapsular uma quantidade
relativamente grande de droga dentro das suas estruturas automontadas.*® A segunda familia de
agentes veiculares sdo aqueles para os quais as drogas sdo acrescentadas no lado de fora. Entre
esta categoria, 0s materiais a base de carbono, como fulerenos, nanotubos de carbono, NDs e



CQDs foram investigadas como veiculos e para tratamento anticancer € antimicrobico. Parece-se
que os fulerenos e os nanotubos de carbono sdo menos atraentes para a aplicagdo biomédica do que
s30 0s NDs e CQDs 89131924

Particulas de nanodiamantes surgiram como candidatos especialmente promissores na nano-
biotecnologia.?® Além disso, foi demonstrado que os NDs nio mostram a toxicidade
frequentemente observados com outros nanoparticulas, e especialmente de Au NPs refor¢ando
ainda mais a sua adequagdo em entrega de drogas e nanoplataformas de imagem,1012:24.26-29

O potencial terapéutico dos NDs como transportadores de droga foi mostrado pela primeira vez
pelo grupo Ho que conseguiu fabricar NDs adsorvido com doxorrubicina.®® Diabetes e cancer sdo
apenas dois exemplos em que o tratamento com a droga funcionalizada 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 tltimo sistema pode potencialmente servir como
uma terapia de libertagdo controlada para os diabéticos, negando assim a necessidade de inje¢des
de insulina.3>%,

5.2. Invasiva terapia de cancer.

O cancer ¢ um problema de saude publica relevante no mundo, sendo responsavel por cerca de 8,2
milhdes de mortes anuais.>* Segundo a estimativa de GLOBOCAN, em 2030 vamos ser
alcangados 21,7 milhdes de novos casos, e 31 milhdes de mortes ao ano por esta doenga.>*

J& ha algum tempo, métodos ndo invasivos de tratamento contra diversos tipos de canceres estao
sob investigacdo ativa. Entre as estratégias ndo-penetrantes, destaca-se terapia fotodinamica (TFD)
e fototérmica (PTT)*%' ¢ tratamento ultrassonografico (a Terapia Sonodinamica, TSD)***! sio
considerados 0s mais faceis e com maior eficaz. Com um enfoque minimamente invasivo, baseados
na administragdo (sistémica ou topica,) de um agente fotossensibilizador (FSS) ou de um
sonossensibilizador (SSS), em geral, ndo toxico quando utilizado nas concentragdes adequadas, que
gera moléculas em estado excitado ou ativado, tornando-as mais reativas, Fig. 11427384244
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Fig. 1 As etapas principais da terapia fotodinamica.*® O fotossensibilizador (em seringa ou tubo)
¢ aplicado localmente ou sistemicamente (Fase 1), acumula-se em tumores (Fase II) e ¢ ativado
por iluminacao externa (Fase III). Isso provoca os danos e morte celular.

O efeito fotodinamico na TFD, na maioria dos casos, deve-se a transferéncia de energia (de
comprimento de onda especifico, geralmente entre 600 a 750 nm) do FSS excitado para uma
molécula, que funciona como um substrato (oxigénio molecular).*® Assim, dentro de um sistema



biologico e em condigdes ideais, pode levar a efeitos citotoxicos de Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS) pela produgéo local e controlada. Do mesmo modo, na TSD, o dano tecidual esperado pelos
efeitos citotoxicos se deve a geragdo de ROS; porém, os mecanismos ainda nio sao esclarecidos.
Uma teoria proposta ¢ a possibilidade do acimulo de energia nas moléculas SSS a uma frequéncia
com poténcia de Ultrassom (UTS) especifica.

Como pode ser visto acima, a terapia fotodindmica e sonodindmica no tratamento do cancer e

outras doengas sao muito promissores particularmente devido ao mais recente desenvolvimento em

nano-quimica. Para futuros desenvolvimentos, os proximos problemas precisam ser resolvidos:

I. O problema da entrega de luz ao SSS;

Il. O problema de baixa energia da luz que comumente usado para geracao de ROS (600 - 800
nm);

I1l. Alta toxicidade e baixa estabilidade do SSS e do FSS;

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

V. Os transportadores devem ter alta estabilidade de suspensdo em solugdes fisiologicas;

VI. Os transportadores devem libertar o SSS ou 0 FSS apenas sob determinado tratamento fisico;

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

VI1I. O transportador deve ser metabolizado.

O problema |

A fim de superar essas limitagdes, varios grupos desenvolveram recentemente uma nova
abordagem onde nanoparticulas produzem luz sob estimulacio por radiacdo de raios-X.*’ Os
nanocintiladores podem absorver os raios X e gerar luz visivel localmente. Os raios X tém grande
capacidade de penetracdo, atingindo regides inacessiveis a luzes visiveis, como o cérebro ou
regides profundas. Também ¢ muito facil concentrar-se em tumores.

O problema 11

O sucesso da TFD requer condigdes especificas visando a alta producao de ROS, uma vez que
numerosos estudos demonstraram que essa espécie quimica € a principal responsavel pelos efeitos
citotoxicos da TFD.*

O problema V

Como foi publicado anteriormente, a estabilidade dos portadores na solugao fisioldgica depende da
hidrofilicidade e do tamanho das particulas. Por exemplo, as particulas de TiO> formam uma
suspensao muito instavel e, portanto, ndo podem usar diretamente para sistematico TFD/TSD.
como sera demonstrado posteriormente a suspensdo de nanoparticulas de TiO2 pode ser
estabilizada no presente de NDs (o problema V).

O problema VIII

Para melhorar as propriedades metabolicas do veiculo, ndo deve conter metais pesados (Ag, Au, Pt,
etc). E demonstrado que os transportadores a base de NDs e CQDs podem ser metabolizados.>#

6. Como o projeto pode resolver dos problemas

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 nao € critico. Ultrassom e raio-X sao usados no projeto como fontes de energia. Para transformar
essa energia em luz, nano-sensibilizadores serdo utilizados.

a) Nanocristais de TiO, ser4 sonosensibilizadores.*



b) Complexos de Eu com CQDs ou outros ligantes serdo utilizados como fotosensibilizadores.
Como foi demonstrado recentemente, complexos metalicos de CQDs possuem atividade de
fotoluminescéncia, gerando luz vermelha.?®*° Devido a estrutura porosa do nanocompésito,
esperamos que 0 FSS/SSS seja adsorvido muito proximo dos componentes ativos anticancer,
portanto espera-se alta eficiéncia de interagao.

Problema I1. 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, titdnia (anatasse, TiO2) tem sido provado fotoativa, podendo gerar um
singleto de oxigénio mediante tratamento fotoquimico.>>>! O singleto de oxigénio pode ser gerado
em TiO2 sob UV (mecanismo de Nosaka), bem como a irradiagdo NIR.

Problema IV. Transportadores tem que ser com baixa citotoxicidade.

No projeto, para reduzir a toxicidade dos transportadores NDs e TiO2@CQDs serdo utilizadas.
Devido a baixa citotoxicidade 0s CQDs podem reduzir a toxicidade do TiO2.%

Problema V. Instabilidade coloidal de nano-portadores em solucdes fisiologicas

Nanocristais de TiO2 sozinho néo ¢é propicio a aplicagdo biomédica devido a tendéncia a

aglomeragdo. As duas ideias vao ser verificadas:

% TiOy particulas sera coberto com CQDs (TiO2@CQDs). Por causa da carga altamente negativa
de CQDs em solugao fisiologica, a imobilizagdo desses objetos na superficie das nanoparticulas
(TiO2, NDs) também pode aumentar a estabilidade da suspensao.

++ Descobrimos que NDs podem estabilizar nanoparticulas de TiO2, Fig. 2. Esta observagdo sera
explorada para a preparagao nanocompo6sito NDs/TiOx.

. =y - =
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Fig. 2 Soluc¢ao salina de DNs (1 wt.%)+TiO2 (5 wt.%) (tubo esquerdo) e TiO2 (5 wt.%) (tubo
direito).

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

Libertacao do fArmaco desencadeada a partir da superficie das particulas pode ser conseguido por
imobilizagdo de grupos de ligagdo (tais como fotoativos) que se ligardo a droga-alvo com a
superficie da particula. Por causa da alta foto-atividade das particulas NDs tais ligantes podem ser
ativados no estado imobilizado que vai conduzir a libertacdo da SSS, FSS ou outras medicamentos.

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

Neste caso, as nanoparticulas desempenham um papel ativo no processo de TFD e funcionam como
materiais cintilantes e mediadores de energia.>®

Recentemente, foi demonstrado que o tratamento com ultrassom de materiais compositos contendo
TiO2 pode gerar ROS em solucdo **. Tendo em conta que a sonicacio da solugdo pode também
gerar 10, em agua *°.



7. Justificativa para escolha do tema

A terapia fotodindmica emergiu como uma das importantes opcdes terapéuticas no tratamento do
cancer e outras doencas. Por causa 10 anos de experiéncia em modifica¢ao de superficies e
imobilizacao de moléculas organicas em suporte inorganico, acredito que posso propor algumas
melhorias na situacdo existente. Aqui alguns resultados sdo apresentados, que demonstram a

experiéncia do meu grupo de pesquisas na aplicacao bioanalitica de nanoparticulas hibridos com
NDs/CQDs.

7.1. Particulas nanodiamantes

O grande problema das nanodiamantes ¢ a pequena area de superficie e dificuldades na
modificagdo da superficie. Nos desenvolvemos uma estratégia simples para a imobilizagdo
simultanea de moléculas de direcionamento, drogas e agentes de imagiologia na nanoestrutura
NDS para a conveniéncia de detecgdo e tratamento alvejado.® Para validar o conceito, um
material modelo contendo ancoras de dopamina trietilenoglicol (EG) e azida (N3) modificada (dop-
EG e dop-N3) foi fabricada. A presenca de funcionalidades de EG presta solubilidade de NDs em
agua e meios biologicos, enquanto o grupo-N3 permite modifica¢ao pos-sintética do NDs usando o
"clique" quimica, Fig. 3. Foi demonstrado que a estabilidade coloidal das particulas EG
modificado de ND foi altamente melhorada.
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Fig. 3 Imobilizagao de trietilenoglicol (EG) ¢ 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-Mans) tém uma interagdo especifica
com proteinas de membrana bacterianas.?2%*%’, Fig. 4

Fig. 4 Imagens da fluorescéncia do crescimento de S. aureus na auséncia (controle) e presenca de
ND-Man3 ao serem coradas com as coloragdes VIVO (verde)/) MORTO (vermelho).



7.2. Derivados de grafeno e nanopontos quanticas de carbono

Uma das principais limitagdes de 6xido de grafeno (GO) ¢ a sua baixa estabilidade de suspensoes
aquosas. Foi demonstrado que a integracao de rGO (reduzido oxido de grafeno) com PEG
aumenta drasticamente a solubilidade rGO sob condigdes fisiologicas - observada nenhuma

agregacdo mesmo apos 6 meses de armazenamento,® Fig. 5.
PBS

water DMEM

Fig. 5 Estabilidade de GO (1), GO—COOH (2), GO-PEG (3) e rGO-PEG (4) em agua, PBS ¢
meio bioldgico (DMEM).

Esta pesquisa abriu o portdo para a aplicacdo de rGO em nanotecnologia. Por exemplo, as
propriedades unicas de rGO foram revelados em sua aplicagdo para a deteccdo de mutagen
importante - peroxinitrito.’® Descobrimos também que rGO estabilizados podem ser
decorados com metais (Au, AuPd) nanoparticulas que, essencialmente, o aumento da sua
eficiéncia no tratamento de cancer,*® Fig. 6.

e ©o
HAuUCl, + PdCl,
> NH,-PEG-NH,
ascorbic acid 40°C

AuPd NPs-rGO

AuPd NPs-rGO-PEG

Fig. 6 Representacdo esquematica da sintese do agente fototérmico dos nanocompositos AuPd
NPs—rGO-PEG

Um dos assuntos em entrega de insulina ¢ o desenvolvimento de formulagdes de insulina
que protegem a insulina nativa de degradagdo sob pH acido no estomago. Foi
demonstrado, pela primeira vez, que matriz a base de 6xido de grafeno pode garantir a
estabilidade da insulina em pH baixo. Matrizes de GO e GO modificado com particulas
magnéticas revestidas com 2-nitro dopamina (GO-MPdop) foram preparados e carregadas com
insulina (Fig. 7) e pH da liberagao da insulina foi estudada. As matrizes de GO que contém
insulina ficaram estaveis em pH acido, enquanto a insulina foi langada sob expostos a solucdes
basicas (pH = 9,2). Estes resultados sugerem que as matrizes a base de GO sao sistemas
promissores para o tratamento de pacientes com deficiéncia de insulina.®



GO/ MP4op-insulin

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

Derivado do grafeno, os GQDs sdo pequenas particulas fluorescente, e t€m uma grande gama de
possibilidades de uso, como para sensores, bio-imagem, aplicag¢do de drogas e fotocatalise, e ja t€ém
sido usados, por exemplo, na marcacdo de células cancerosas através da utilizagdo de sua
fluorescéncia.®® Um passo crucial na fabricagio de CQDs esta presente na abordagem de sintese a
se escolher. Composicao, estrutura e propriedades do produto final obtido dependem do material de
carbono inicial utilizado, assim como das condi¢des do preparo, havendo uma variedade de métodos
que, porém, tem suas desvantagens. Normalmente CQDs representam uma mistura de particulas
com tamanhos diferentes e métodos de separacdo muito complexos, como HPLC por exclusdo de
tamanho, didlise e eletroforese, que sdo usados para garantir uma distribui¢do unimodal de tamanho
das particulas. A nossa ideia da utilizacdo dos nanoreatores como um suporte externo para o
processo tem como objetivo ajudar a superar esses problemas, Fig.8. A silica gel nanoporosa ¢ um
material adequado para a utilizagdo como nanoreator de CQDs, porque Seus poros tem uma
d1str1bu1<;ao de tamanhos monomodal, além dela ser altamente quimica e termicamente estavel59 60,

@ /~ jéi% \ @ Procedimento ~ ,§g. Eliminagio do
( \ Impregnagao /0 \ 17()‘ \
‘Q l+ bl ‘& o P @ de lavagem @@ \ suporte de silica l"u\
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Fig.8. Esquema de preparacao dos CQDs sob abordagem “bottom-up” a partir de acido citrico.
Silica gel usa como nanorreator. Aumentar o tamanho dos poros da silica (3 ->10 nm) pode levar
ao aumento do tamanho das CQDs (3 ->10 nm)

8. Etapas de execucio do projeto com respectivo cronograma de atividades

De acordo com os objetivos do projeto, a atividade de pesquisa sera organizada nas proximas
etapas de execugao do projeto (WP).

WPL1. Desenvolvimento de procedimento adequado e preparacdo de nanoparticulas hibridos a base
de nanodiamantes com CQDs ligados covalentemente na superficie (NDs@CQDSs)

WP1.1. Desenvolvimento do procedimento para preparacdo de nanoparticulas (solugdo de NDs)
com tamanho 3-10 nm

WP1.2. Desenvolvimento do procedimento para prepara¢do de CQDs usando silica como
nanorreatores.

WP1.3. Desenvolvimento do procedimento para imobilizagdo covalente de CQDs na superficie de
NDs.

WP2. Desenvolvimento de procedimento adequado e preparagdo de nanoparticulas hibridos a base
de nanocristais de TiO> com CQDs ligados covalentemente na superficie (TiO2@CQDs)

WP2.1. Preparagao de nanoparticulas poros a base de silica com tamanho 40-80 nm, e com



nanocristais de TiO2 (5-10 nm) no forme de anatasse dentro de poros.

WP2.2. Desenvolvimento do procedimento para imobilizagdo covalente de CQDs na superficie de
TiO;

WHP3. Imobilizagao de linker foto-clivavel na superficie de NDs, NDs@CQDs e TiO.@CQDs.
WP4. Imobilizagao de componentes bioativos na superficie de NDs@CQDs e TiO.@CQDs
WP5. Investigagdo de propriedade das nanocompositos hibridos.

Composi¢ao quimica, Tamanho de particula e estrutura porosa, Estabilidade da suspensao da agua/
solugdo fisiologica, Propriedades foto- e sono- luminescentes.

WP6. Investigacdao de biocompatibilidade de particulas novos.
WPT7. Investigacdo da capacidade das particulas do projeto para terandstica e liberar os fArmacos

imobilizados sob tratamento externo.

9. Plano do trabalho

WP meses decorrido
No. |Tarefa 1-6 |7-12(13-18|19-24 |25-30 [31-36

Desenvolvimento de procedimento adequado e

1. preparacdo de nanoparticulas hibridos a base de
nanodiamantes com CQDs ligados covalentemente na
superficie (NDs@CQDs)

Desenvolvimento do procedimento para preparagao de
1.1 |nanoparticulas (solu¢do de NDs) com tamanho 3-10
nm

Desenvolvimento do procedimento para preparagdo de

12 CQDs usando amino-silica com nano-reatores
13 Desenvolvimento do procedimento para imobilizagdo
' covalente de CQDs na superficie de NDs.
Desenvolvimento de procedimento adequado e
2 preparacdo de nanoparticulas hibridos a base de

nanocristais de TiO> com CQDs ligados
covalentemente na superficie (Ti02@CQDs)

Preparagdo de nanoparticulas poros a base de silica
2.1  |com tamanho 40-80 nm, e com nanocristais de TiO-
(5-10 nm) no forme de anatasse dentro de poros.

29 Desenvolvimento do procedimento para imobilizagdo
' covalente de CQDs na superficie de SiO2/TiO-

3 Imobilizagdo de linker foto-clivavel na superficie de
NDs, NDs@CQDs e TiO,@CQDs.

4 Imobilizagdo de componentes bioativos na superficie
de NDs@CQDs e TiO,@CQDs

5 Investigacdo de propriedade das nanocompositos
hibridos.




Composi¢ao quimica, Tamanho de particula e
estrutura porosa, Estabilidade da suspensdo da agua/
solucao fisioldgica, Propriedades foto- e sono-
luminescentes

Investigacao de biocompatibilidade de particulas

6

NoVOoS

Investigacao da capacidade das particulas do projeto
7 capazes para teranostica e liberar os farmacos

imobilizados sob tratamento externo

10. Metodologia proposta

1. NDs. P6 de nanodiamantes de DAICEL Corporation, R&D Headquarters (Tokyo, Japdo) vai
ser usado. Esses nanodiamantes formam agregados e possuem mistura de diferentes grupos
da superficie. Primeiro de tudo eles tém que ser dessegregados e depois quimicamente
modificados. Para desagregacdo de nanodiamante de patente dos EUA no. 16MSTO037 vai
seguir. A patente fornece suspensao estavel de nanodiamantes em solugéo fisiologica.

A quimica da superficie do NDS serd ajustada de acordo com as necessidades até dos grupos
carboxilicos (oxidagdo) ou alcoois (redu¢do com LiAlH4).

2. CQDs. Um passo crucial na fabricacdo de CQDs estd presente na abordagem de sintese a se
escolher. Composi¢do, estrutura e propriedades do produto final obtido dependem do
composto utilizado, assim como das condi¢des do preparo, havendo uma variedade de
métodos que, porém, tem suas desvantagens. De fato, a partir do mesmo composto inicial
CQDs e GO podem ser preparados, esquema em baixo:

[¢] OH
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A Jv\/'k
o OH
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carbonization carbonization

GQDs GO

Otimizagao de procedimento para preparar CQDs por pirolise de acido citrico vai ser feito para
estuda influéncia da temperatura (170 e 200 °C) e do tempo (30 min - 24 horas) versos
fotoluminescéncia. Para garantir espectros de emissdo independentes de excitagdo dos CQDs,
eles serdo preparados usando a abordagem de nanorreator , Fig. 8. A abordagem do
nanorreactor limitara a sintese “bottom-up” pela formacao dos CQDs apenas, ja que as
nanoparticulas de GO s3o maiores que o tamanho dos poros de silica.

A silica com grupos aminos imobilizados (para aumentar a atragdo do 4acido citrico a silica) com
diferentes tamanhos de poros (4, 6, 9, 11 nm) vao ser usados. Estas silicas misturadas com



solucdo de acido citrico com volume fixo, secas e levadas para banho de 6leo a 170°C, ligadas a
um baldo de N». Sendo todas elas seguidas de lavagens com NaHCOs3 e depois com NaOH para
retirar CQDs de silica.

3. Preparagdo dos transportadores ativos baseados em TiOz e otimizagdo da sintese versus sua
atividade sob irradiacao TFD e TSD. No processo de sintese das seguintes maneirais vao
usado: NaSiOgz, Ti(OBu)s4, Eu(NO3)s mantendo certa quantidade de um solvente polar (pH =
2-3).

4. Investigagdo de imobilizagdo de CQDs em superficie de TiO2 e NDs.

Imobilizagdo CQDs na superficie de NDs com os grupos alcoois Vvai ser feito sob reacdo de
acetilag@o (no presente de DCC ou EDC) para formar ligagdo covalente, esquema em baixo.
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A mesma abordagem sera usada para a preparagdo de TiO.@CQDs.

5. Imobilizagdo covalente de componentes na superficie de NDs e NDs@CQDs através de
linker fotoclivavel.

Grupos fotoativos serdo imobilizados em superficie de NDs ou CQDs usando "clique em

quimica". Duas estratégias serdo usadas. O primeiro comegou a partir de NDs carboxilados (ND-
COOH) e CQDs, esquema em baixo:

NH, ot
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no segundo, NDs com grupos alcoois serdo usados, esquema em baixo:
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6. Introdugdo de grupos superficiais bio-compativeis para o0 NDs

Imobilizacio ndo-covalente

Por molécula de imobilizagdo ndo covalente vai ser adsorvido sobre a superficie das particulas
tendo carboxilico (CQDs, NDs). A molécula tem fotoclivavel (nitrofendlico) fragmento e cadeia -
oxialquilo oligoméricas. A molécula utilizada foi também provado ser utilizados para libertagdo de



drogas a partir de nanoparticulas de ouro. Imobilizagdo ndo-covalente da droga pode permitir a sua
libertagdo controlada, na sua forma nativa sem quaisquer outros compostos toxicos, que permanece
sobre a superficie da particula apds a irradiagdo de luz. Além disso, 0 método mais tarde pode dar a
capacidade de droga mais elevada devido a menor complexidade de sequéncia de reagdes quimicas
na superficie do transportador.

Covalente imobilizacio

"Click quimica" serd utilizada para integrar uma molécula ligante foto-labeis na NDs e CQDs,
através do qual drogas / proteinas serdo ligados, sem a necessidade da sua modificagdo quimica
selecionada. Esta lltima caracteristica representa uma grande vantagem: a maioria dos métodos
para a integracao das moléculas de fArmaco a superficie das nanoparticulas relatados até agora
requerem a modificacdo quimica das drogas, Fig. 8.
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Fig. 8 Ligacao de drogas anticancer como a cefalosporina a NDs foto-labeis através de um
protocolo de esterificacao

7. Preparagdao dos complexos de CQDs com metais terras raras (lantanidios). Preparacdo vai ser
feito direto com tratamento de CQDs com Eu3+ no etanol. Supressao de fluorescéncia na
presenca de Eu3+ na solugdo de CQDs vai ser feito com espectroscopia de fluorescéncia.

8. Anadlise dos dados: descrever métodos, técnicas, testes estatisticos e/ou programas
computacionais utilizados para trabalhar os dados obtidos.

e O tamanho das nanoparticulas que formaram a estrutura cristalina pode ser calculado usando
a equacao de Scherrer,

e O volume total de poros, Vyp, é determinado no ponto de adsor¢do maximo, isto é, no p/po =
0,98- 0,99.

e A area superficial especifica, Sget, € calculada a partir do método BET padrao e pardmetros
de porosidade textural. A distribui¢do incremental de tamanho de poro (IPSD) é estimada a
partir de um ramo de dessorg¢ao por aplicagdo da regularizacdo auto-consistente (SCR).

e Todos os dados serdo expressos através da média aritmética = DP (desvio padrdo). Antes de
iniciarmos os testes de inferéncia estatistica, verificaremos se a amostra vem de uma
distribuicdo normal para isso utilizamos o teste de D’ Agostino e Pearson. Quando os dados
seguirem uma distribui¢do normal, utilizaremos um teste paramétrico adequado ¢ quando
ndo seguirem, utilizaremos um teste ndo paramétrico. O nivel de significancia adotado sera
alfade 5 % (P < 0.05) e todos os testes serdo bicaudais.



11. Os resultados esperados

Resultados sucesso,
%

1. Procedimento para preparagdo de nanoparticulas com tamanho 3-10 nm sera 10
desenvolvido

2. Metodologia para imobilizacao de CQDs em superficie de NDs e TiO2 sera 10
desenvolvida

3. Nanodiamantes com dos pontos quanticos de carbono imobilizados vao mostrar 20
luminescéncia estavel

4. Metodologia para imobilizag¢ao de fragmentos fotoativos em superficie de NDs e 10
CQDs serao desenvolvidas

5. Metodologia para imobilizacao das componentes bioativos na superficie de 20
NDs@CQDs e TiO2@CQDs serdo desenvolvidas

6. particulas novas vao demostrar biocompatibilidade 10

6. Das particulas do projeto vao mostrar capazes para teranostica e vao liberar os 20
farmacos imobilizados sob tratamento externo

12. Potencial de impacto dos resultados do ponto de vista técnico-cientifico, de inovacao,
difusio, socio-econdomico e ambiental
O cancer ¢ um problema de saude publica relevante no mundo, sendo responsavel por cerca de 8,2
milhdes de mortes anuais %2. Segundo a GLOBOCAN a estimativa é que em 2030 tenhamos alcangado
21,7 milhdes de novos casos, ¢ 31 milhdes de mortes ao ano por esta doenca ®3. A Terapia
Fotodinamica (TFD) e a Terapia Sonodinamica (TSD) surgem como tratamentos alternativos ou
coadjuvantes ao tratamento do cancer, com um enfoque minimamente invasivo, baseados na
administracdo (sistémica ou tépica) de um agente fotossensibilizador (FSS) ou de um
sonossensibilizador, que gera moléculas em estado excitado ou ativado, tornando-as mais reativas®.
Entre as estratégias ndo penetrantes do tratamento antineopldsico, as terapias TFD e TSD sao
consideradas as mais eficazes para o futuro. Mas, até agora, o desenvolvimento de TFD e PTT ¢ muito
limitado. Entre varios problemas que precisam ser resolvidos para uma aplicacao clinica do TFD, sdo
mais importantes os proximos: 1) O efeito fotodindmico na TFD, na maioria dos casos, deve-se a
transferéncia de energia (geralmente entre 600 a 750 nm) do FSS. Esta energia e muito baixa para
geracdo de ROS; 2) FSS tem baixa estabilidade para administracdo sist€émica por isso precisa uns
transportadores; 3) nano-transportadores na base de silica tem alta estabilidade de suspensdao em
solugdes fisioldgicas e citotoxicidade; 4) os transportadores devem libertar o SSS ou o FSS apenas
sob determinado tratamento fisico; 5) o transportador deve ser metabolizado.
O principio do projeto ¢ baseado na hipotese que nanomateriais hibridos com nanodiamantes e pontos
quanticos de 6xido de grafeno podem melhorar as propriedades dos materiais que sao usados como
transportadores ativos para entrega de medicamentos, foto-sensibilizadores e sono-sensibilizadores,
que poderao liberar componentes ativos do tratamento na terapia de raio-X ou sonodinamica, porque
superam algumas limita¢des, postuladas.
Duas abordagens relacionadas serdo investigadas. Um enfocard a preparacdo de nanocompositos de
NDs/TiO2 com CQDs imobilizados (NDs/TiO2@GONDs). O outro é nanocompdsito poroso a base
de silica com nanocristais de TiO2 e CQDs imobilizados (SiO2/TiO@CQDs). A ideia do projeto é
baseada na capacidade do TiO2 de produzir espécies bioativas sob tratamento com ultrassom. A
integragdo de TiO2 em nanocompositos pode melhorar a estabilidade coloidal (NDs), estrutura
cristalina necessaria (SiO2) e biocompatibilidade (CQDs, NDs); garantir alta area de superficie e
nanotamanho de particula (SiO2, NDS), fornece fotoluminescéncia das particulas (CQDs).
Adicionalmente, a imobilizagdo covalente de foto-sensibilizadores e componentes bioativos na



superficie de nanocompositos via linker foto-clivavel ¢ planejada para garantir sua liberacao
controlada.

13. Colaboracdes ou parcerias ja estabelecidas para a execucao do projeto

O projeto ¢ multidisciplinares e requer colaboragio entre quimicos, bidlogos e médicos. Temos forte
colaborag¢dao com um grupo de cientistas de FioCruz (Dr. Luiz Anastacio Alves) que implementa na
pratica das nanoparticulas, desenvolvidas para estudo dos efeitos antitumorais da terapia fotodindmica
e terapia sonodinamica em células de cancer de mama usando estudos in vivo. Nos comegamos um
projeto comum no ambito de apoio do Programa Nacional De Apoio A Atengio Oncoldgica
(PRONON).

Colaboracdo com o Dr. Andre Rossi, do Laboratorio de Nanociéncia e Nanotecnologia O CBPF
(LABNANO) iniciou em setembro de 2018 para o desenvolvimento dos aspectos do projeto
relacionados a microscopia das particulas.

14. Perspectivas de colaboragdes interinstitucionais para a execucio do projeto

Temos forte colaboragdo com um grupo de cientistas dos Estados Unidas, Georgia Institute of
Technology (Dr. Kostiantyn Turcheniuk) e Franga, Universidade de Lille (Dr. Sabine Szunerits) para
desenvolver quimica de nanodiamantes. Com a Dra. Sabine Szunerits temos CNPq Projeto (PVE) no.
401383/2014-8 «Fabricagdo de SiC e nanodiamantes particulas hibridas com fotorreceptores
imobilizados e sua aplicagdo bioanalitica para libertagdo controlada de farmacos». Também temos
apoio da empresa que fornece nanodiamantes (DAICEL Corporation, R&D Headquarters Tokyo,
Japao).

15. Recursos financeiros de outras fontes aprovados para aplicacio no projeto

Volodymyr Zaitsev - CNPq Projeto (PVE) no. 401383/2014-8, e CNPq bolsa (PQ) 304622/2015-0;
Dr. Mykhailo Nazarkovskyi - bolsa PNPD de CAPES;
Doutorada Albina Mikhraliieva — bolsa Nota 10 de Faperj

Doutorada Olena Artiushenko - bolsa Nota 10 de Capes e TEC Faperj

16. Disponibilidade efetiva de infraestrutura e de apoio técnico para o desenvolvimento do
projeto

e Espalhamento Dinamica de Luz (DLS) para estimar a distribui¢do das nanoparticulas em
meio coloidal disponivel no Central Analitica do Departamento de Quimica, PUC-RIio.

e Microscopia Eletronica de Varredura e Microscopia Eletronica de Transmissao para estudo
da morfologia superficial e estrutural das nanoparticulas disponivel no Laboratorio de
Nanociéncia e Nanotecnologia o CBPF, LABNANO.

e Estudos de fotoluminescéncia (espectros de emissao, excitacdo e decaimento de
luminescéncia) com fluorimetro de alta resolucdo disponivel no departamento de Quimica,
PUC-RIo.

e Difracdo de raios X para estudar composicao de fase, cristalinidade, tamanho de cristal
disponivel na PUC-RIo.

e Adsor¢ao-dessor¢do de nitrogénio de baixa temperatura validado por célculo
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, distribuicdo de tamanho dos poros, distribuicdo de energia de
adsor¢ao e distribuigdo de potencial de adsor¢do relativa a superficie das nanoparticulas
disponivel na PUC-RIo.



Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) para uma
estimativa precisa da concentracio de lantanideos em nanoparticulas disponivel na PUC-
Rio.

Calorimetro Diferencial de Varredura (DSC) para investigar temperaturas caracteristicas e
obter informagdes de termoestabilidade e cristalinidade dos materiais preparados disponivel
na PUC-RIio.

Espectroscopia de Absorc¢ao de Raios X (XANES) em modo de transmissao para estudar a
valéncia, ambiente de coordenagdo e distor¢oes geométricas dos ions pesadas (Ti)
disponivel do LNLS (Campinas).

Luminescéncia optica excitada por Raios X (XEOL) para obter informacgdes do
comportamento Optico do material quando irradiado por raios x, medindo-se o espectro de
emissdo e¢/ou a luminescéncia integrada em fungdo da energia disponivel na linha XAFS2
do LNLS.

Investigacdo das propriedades dos materiais obtidos (capacidade de gerar ROS,
citotoxicidade, liberacdo de SSS/FSS) sob fotodindmica e sonodindmica sera realizado em
FIOCRUZ

Avaliagdo de citotoxicidade e fototoxicidade pelo método de redugdao do MTT disponivel
em FIOCRUZ

Avaliacdo da fotodindmica e sonodindmica in vivo disponivel em FIOCRUZ.

17. O orcamento detalhado

17.1.

Custeio.

e material de consumo

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)

Produtos quimicos (reagentes) 7328 R$

Solventes — 5000 R$

Nanodiamantes em p6 — 2000 R$

50 mm Agate Mortar and Pestle — 1352 R$

Botijdo de Nitrogénio Liquido, RD2 — 3829 R$

Evacuable Pellet Die 10mm, Specac — 973 R$

Vidraria — 8218 R$
ACE Manifold with threaded stopcocks — 4260 R$
Aldrich® cold-finger for high-efficiency cold-trap — 1958 R$
Balao Fundo Redondo, condensador de extrator Soxhlet, becker de vidro borosilicato
graduado, conexao de vidro etc. — 2000 R$

Gases 1300 R$ (Analiticos Gases Especiais Ar, N2)

Justificativa. Todos os consumiveis sdo necessarios para a preparagao, separagao e purificacdo dos
nanomateriais propostos.
e servigos de terceiros pessoa juridica — 3000 R$

Analises

quimicas (XPS, DTA, X-Ray, CNH, MAS NMR), fisicas (DLS, DSC) e microscopicas

(SEM, TEM).
Pagar de terceiros pessoa juridica para andlises quimicas, fisicas e microscopicas de nanoparticulas
experimentais.

e Passagens e diarias 7000 RS.

Participacdo em reunides nacionais e internacionais, e particularmente em:

1) a42* e 43 * Reunides Anual da Sociedade Brasileira de Quimica (2019, 2020),

2) XVIII e X1X Encontros Brasileiro da MRS (2019, 2020) e,

3) Encontro Nacional da ACS 2020 (EU)



17.2. Capital
e equipamentos e material permanente - 19905 R$
1. KNF LABOPORT(R) solid PTFE vacuum pump, 8729 R$
2. IKA(R) C-MAG MS magnetic stirrers, 3693 R$
3. STUART HEATING MANTLE, 50ML FLASK, 2092 R$
4. CENTRIFUGA DIGITAL 8X15 ML — 1850 R$
5. BOMBA DE VACUO - 2141 R$
6. AGITADOR MAGNETICO DIGITAL COM AQUECIMENTO - 1400 R$
O equipamento sera utilizado para precipitacao, centrifugacao, purificagdo das nanoparticulas.
Estabelecer sistema de gas inerte / vacuo para o gerenciamento de reagdes quimicas.
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