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Confucio

“Uma imagem fala mais que mil palavras.”

Vicent Van Gogh

“Uma boa imagem € equivalente a uma boa ag¢éo.”

(Alice no Pais das Maravilhas, livro por Lewis Carroll)

“A Unica forma de chegar ao impossivel, é acreditar que é possivel.”



RESUMO

A crescente demanda por agentes de contraste inovadores para aplicagdes em raios X e
tomografia computadorizada (TC) reflete as limitagdes impostas pela disponibilidade
restrita das opc¢Oes atualmente empregadas, apesar de ambas as modalidades serem
amplamente utilizadas em diagnaosticos clinicos. Nesse contexto, os pontos quanticos de
grafeno (Graphene Quantum Dots, GQDs), uma classe emergente de nanomateriais
pertencentes a familia do grafeno, destacam-se como potenciais candidatos devido a
suas propriedades Unicas, incluindo baixa toxicidade, elevada biocompatibilidade e
caracteristicas fisicas. O presente trabalho investigou a aplicabilidade dos GQDs como
agentes de contraste em raios X e TC, com base em andlises experimentais realizadas
nessas modalidades de imagem. Os resultados demonstraram que os GQDs possuem
capacidade significativa de atenuar os raios X, resultando na formacdo de imagens
nitidas e de alta qualidade em ambas as técnicas avaliadas. Essas descobertas ampliam
0 espectro de aplicacdes diagnosticas dos GQDs, evidenciando seu potencial como
alternativa inovadora para o desenvolvimento de novos agentes de contraste no campo
da bioimagem.

Palavra-chave: Nanomateriais, grafeno, diagndstico por imagem



ABSTRACT

The growing demand for innovative contrast agents for applications in X-rays and
computed tomography (TC) reflects the limitations imposed by the restricted availability of
currently employed options, despite both modalities being widely used in clinical
diagnostics. In this context, graphene quantum dots (GQDs), an emerging class of
nanomaterials within the graphene family, stand out as potential candidates due to their
unique properties, including low toxicity, high biocompatibility, and favorable physical
characteristics. This study investigated the applicability of GQDs as contrast agents in X-
rays and CT, based on experimental analyses conducted using these imaging modalities.
The results demonstrated that GQDs exhibit significant X-ray attenuation capability,
leading to the formation of sharp and high-quality images in both evaluated techniques.
These findings expand the diagnostic applications of GQDs, highlighting their potential as
an innovative alternative for the development of new contrast agents in the field of
bioimage.

Keywords: Nanomaterials, graphene, diagnostic imaging
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1. INTRODUCAO

No final do século XIX e no inicio do século XX, uma série de descobertas
cientificas revolucionou os fundamentos da ciéncia moderna, desafiando paradigmas
consolidados e abrindo novos horizontes para o conhecimento humano. Dentre essas
inovacdes, 0s raios X emergiram como uma das descobertas mais impactantes da
fisica, cuja influéncia transcendeu o ambito cientifico, alcancando diversos setores da
sociedade. No entanto, foi na medicina que os raios X demonstraram seu potencial
mais transformador, permitindo a visualiza¢do nao invasiva do interior do corpo humano.
A descoberta dos raios X por Wilhelm Conrad Roentgen em 1895 revolucionou a pratica
médica, impulsionando avancos significativos nos campos da anatomia e fisiologia
humana [129]; [132].

Ao longo dos quase [130] anos desde sua descoberta, a tecnologia associada
aos raios X evoluiu consideravelmente, incorporando equipamentos modernos e
sistemas computacionais avancados que possibilitam imagens tridimensionais de alta
resolucdo. Entretanto, os agentes de contraste utilizados nos exames de imagem néo
acompanharam o mesmo ritmo de inovacao, tornando a busca por substancias mais
seguras e eficazes uma prioridade na pesquisa médica [130]; [131]. Nesse contexto, 0
grafeno surge como uma alternativa promissora para o desenvolvimento de novos
meios de contraste, oferecendo potencial para revolucionar a imaginologia médica por
meio de suas propriedades Unicas, como alta condutividade elétrica, transparéncia e
resisténcia mecanica [132]; [131].

A relevancia deste estudo reside na necessidade de encontrar agentes de
contraste mais eficientes e sustentaveis, reduzindo os efeitos adversos nos pacientes e
0s impactos ambientais associados ao descarte dessas substancias. Assim como o0s
raios X transformaram a medicina no século XIX, o grafeno apresenta-se como um dos
materiais mais inovadores do século XXI, possuindo caracteristicas que podem otimizar
significativamente os exames de imagem [130], [131]. Dessa forma, investigar as
aplicacbes do grafeno e seus derivados na medicina diagndstica ndo apenas contribui
para 0 avanco da nanotecnologia, mas também pode representar um marco na

melhoria da seguranca e da qualidade dos procedimentos radiolégicos.
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Para avaliar a viabilidade dos pontos quanticos de grafeno (GQDs) como agentes de
contraste em exames de imagem, esta pesquisa objetiva sua sintese por rota
eletroguimica sustentavel, garantindo alta eficiéncia e pureza. Além disso, os GQDs
serdo caracterizados por técnicas como microscopia de forca atbmica (AFM),
espalhamento de luz dindmico (DLS), espectroscopia Raman e difracdo de raios X
(XRD). Sua aplicabilidade sera investigada em técnicas bimodais, incluindo tomografia
computadorizada (TC) e raios X, analisando diferentes concentracdes para avaliar a
atenuacdo do contraste. Por fim, a biocompatibilidade dos GQDs sera examinada in
vitro, utilizando fibroblastos gengivais humanos (FGH) como modelo celular e o ensaio
MTT para avaliar sua citotoxicidade. [132]; [131].

Diante desse cenario, este estudo tem como objetivo analisar as propriedades e
aplicacbes dos pontos quanticos de grafeno (PQG) como agentes de contraste para
exames de imagem, enfatizando sua viabilidade como alternativa aos meios
convencionais. Para isso, serdo abordadas as principais caracteristicas do grafeno e
sua evolucdo, os desafios da sintese dos PQG e suas potenciais aplicacfes na area
médica. [129]; [130].

A pesquisa sobre o grafeno remonta ao século XIX, mas foi apenas na década
de 1990, com os avancos no estudo dos nanotubos de carbono, que o material ganhou
maior notoriedade. Em 1994, a International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) definiu oficialmente o termo "grafeno”, impulsionando novas pesquisas sobre
suas propriedades e aplicacdes. No entanto, os métodos iniciais de isolamento do
grafeno eram limitados a escala laboratorial, 0 que motivou o desenvolvimento de
técnicas de sintese mais eficientes e economicamente vidveis. [130]; [132]

No campo da nanotecnologia, os pontos quanticos (PQ) vém se destacando
devido as suas propriedades Opticas Unicas. Esses semicondutores nanocristalinos, ao
serem expostos a radiacdo eletromagnética, produzem um par elétron-buraco
denominado éxciton, sofrendo confinamento quantico em trés dimensdes espaciais.
Esse fenbmeno gera uma forte dependéncia da emissdo luminosa em relagcdo ao
tamanho das particulas, o que torna os PQ ideais para aplicagbes em dispositivos
optoeletrénicos, fotovoltaicos e biomédicos. No entanto, a sintese convencional desses
materiais frequentemente envolve metais pesados, como o cadmio, altamente toxicos, o

que limita sua aplicagdo em ambientes clinicos [132]; [131].
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Com essa limitagdo, os pontos quanticos de grafeno (PQG) surgem como uma
alternativa mais segura e sustentavel. Descobertos acidentalmente em 2004 durante a
purificacdo de nanotubos de carbono por eletroforese, os PQG vém sendo amplamente
estudados devido as suas propriedades fotofisicas favoraveis e baixa toxicidade [131],
[129]. Além disso, métodos de sintese como bottom-up e top-down vém sendo
explorados para aprimorar sua producao e otimizar suas aplicacdes médicas.

Assim, a integracdo das propriedades avancadas do grafeno com a tecnologia
de raios X representa uma fronteira promissora para a medicina diagnéstica. A busca
por novos agentes de contraste baseados em nanomateriais de carbono, como o0s
PQG, pode ndo apenas melhorar a eficacia e seguranca dos exames de imagem, mas
também contribuir para o desenvolvimento de solu¢cdes mais sustentaveis e menos
impactantes ao meio ambiente. Essa convergéncia entre ciéncia dos materiais e
medicina reforca a importancia da pesquisa interdisciplinar e dos investimentos

continuos em inovacao tecnolégica e cientifica.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicabilidade dos pontos quanticos de grafeno (GQDs) como agentes

de contraste em imagens de raios X e tomografia computadorizada.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.Sintetizar os pontos quanticos de grafeno (GQDs) por rota eletroquimica

sustentavel, para garantir a alta eficiéncia e pureza;

2.Caracterizar os GQDs quanto as suas propriedades morfol6gicas, estruturais e
vibracionais por meio de técnicas como microscopia de forca atdmica (AFM),
espalhamento de luz dindmico (DLS), espectroscopia Raman e difracdo de
raios X (XRD);

3.Avaliar as propriedades de atenuacdo dos GQDs em técnicas de imagem
bimodal, incluindo tomografia computadorizada (TC) e raios X, utilizando
diferentes concentracfes para determinar sua aplicabilidade como agentes
de contraste;

4.Investigar a biocompatibilidade dos GQDs em condi¢cbes in vitro, utilizando
fibroblastos gengivais humanos (FGH) como modelo celular, por meio do
ensaio colorimétrico de MTT para determinar a citotoxicidade em diferentes

concentracoes.



3. MATERIAIS E METODOS
3.1. PROCESSO DE SINTESE DOS PONTOS QUANTICOS DE GRAFENO

A sintese e caracterizacdo dos GQDs foram amplamente descritas [94,
105 e 106], em resumo, os GQDs foram obtidos por meio de uma rota
eletroquimica sustentavel, utilizando um eletrodo de grafite como &nodo e um de
platina como catodo, em uma soluc¢édo de &cido citrico/citrato de sédio (Sigma—
Aldrich, EUA). O eletrdlito foi preparado pela mistura de 63,5 mL de acido citrico
0,2 M com 36,5 mL de citrato de sddio 0,2 M, totalizando 100 mL de solugéo. O
processo eletroquimico foi prolongado sob corrente constante de 190 mA
durante 24 horas, utilizando uma fonte de alimentacao ajustavel ICEL PS-1500.

Apés a eletrélise oxidativa, a dispersdo resultante foi filtrada para remocao
de particulas maiores. A suspensao filtrada foi submetida a secagem a 60 °C,
com o objetivo de reduzir o volume da disperséo para 10 mL. Em seguida, foram
adicionados 50 mL de etanol a disperséo, e a fase superior correspondente aos
GQDs purificados foi recolhida e seca a 60 °C para finalmente ser armazenada
ou direcionada para as técnicas de caracterizacéo. [94, 105 e 106].

Figura 1. Representacdo da eletrolise oxidativa prolongada.

Eletrolise oxidativa prolongada
GQDs

purificados

-8B

Solucéo aquecida a 60 °C + 50 mL etanol

"y Anodo

— [/ GRAFITE s —f 8 / S
| Dispersao t A I. A superior
{ filtrada B

63,5 mL de acido citrico 0,2 M
36,5 mL de citrato de sddio 0,2 M

Citodo —
PLATINA |

Secagem dos GQDs
I 24 horas a60e°C

3.1.1 Reagentes

19

Os reagentes utilizados no experimento foram selecionados com base em sua

pureza e adequacédo as etapas da sintese e caracteriza¢cdo dos pontos quanticos

grafeno. O 6xido de grafeno (GO), apresentou grau de pureza superior a 99% [13

de
3].

O acido ascérbico (C¢HgO¢) foi utilizado como agente redutor, fundamental para a

conversdo do GO em pontos quanticos de grafeno [134]. O dimetilsulféxido (DMSO)

foi empregado como solvente para dispersdo das amostras, garantindo uma
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adequada solubilizagdo dos materiais [135].

Além disso, o tampé&o fosfato-salino (PBS) foi utilizado para manutencao do
pH adequado durante os ensaios in vitro, assegurando um ambiente estavel para as
células [128]. O soro fetal bovino (FBS), essencial para o cultivo celular e utilizado
para suplementacdo do meio de cultura, garantindo a viabilidade celular [128]. O
meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) foi empregado para o cultivo das
células, contendo glicose, glutamina e piruvato de sodio, elementos fundamentais
para a manutencdo metabdlica celular [134]. Por fim, os antibidticos penicilina e
estreptomicina foram adicionados para evitar contaminagcdes microbioldgicas

durante os ensaios in vitro [128].

3.2.1 Processo de Sintese dos Pontos Quanticos de Grafeno

A sintese dos pontos quanticos de grafeno foi realizada a partir da reducao
quimica do 6xido de grafeno (GO) utilizando acido ascérbico como agente redutor.
Inicialmente, o GO foi disperso em solucdo aquosa sob agitacdo ultrass6nica para
garantir sua homogeneizacdo. Em seguida, a solucdo de acido ascorbico foi
lentamente adicionada a dispersdo de GO sob temperatura controlada, promovendo
a reducéo parcial do material e a formacao dos pontos quanticos de grafeno [133]. O
processo foi mantido sob agitacdo continua durante um periodo previamente
estabelecido, permitindo a conversao eficiente do GO em nanomateriais
fluorescentes de dimensdes reduzidas [134].

Apés a reacao, a solucdo foi submetida a centrifugacdo para remocao de
residuos nado reagidos, e os pontos quanticos de grafeno foram separados e
purificados para posterior caracterizacdo [135]. Esse método de sintese permite a
obtencdo de nanoparticulas com propriedades 6pticas e estruturais bem definidas,

adequadas para aplicagdes biomédicas e tecnolégicas [137].

3.2. CARACTERIZACAO DOS PONTOS QUANTICOS DE GRAFENO

O Microscopio de Forca Atémica (AFM) é um instrumento cientifico projetado
para gerar imagens morfologicas de amostras por meio da deteccdo de forcas
intermoleculares, tanto de atracdo quanto de repulsdo, entre a ponta do
equipamento e o material em analise. Uma sonda de dimensfes nanométricas

interage com a superficie da amostra, realizando uma varredura em uma area
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especifica, conforme parametros predefinidos, como modo de operacéo, frequéncia
de varredura e resolucdo de imagem. Os dados coletados durante a varredura sao
processados por um sistema computacional, que gera uma representacao
topografica detalhada da amostra. [135, 136]

A Espectroscopia Raman € uma técnica analitica amplamente utilizada para
diagndstico e investigacdo cientifica, permitindo a identificacdo de caracteristicas
moleculares associadas a doencas e fornecendo informacdes quantitativas e
objetivas para o diagnéstico e monitoramento de tratamentos. Essa técnica baseia-
se nas vibracbes e rotacdes moleculares relacionadas as ligacdes quimicas
presentes na amostra, possibilitando a obtencédo de dados sobre sua composigéo,
estrutura e interacdes intermoleculares. No processo de espalhamento Raman, um
feixe de luz monocromética interage com o material, resultando em uma disperséo
de luz com frequéncia Optica deslocada em relacdo a luz incidente, devido a
alteracdes especificas na frequéncia do material. A analise da intensidade da luz
dispersa inelasticamente em funcdo da frequéncia permite a obtencdo de uma
"impressao digital" espectroscopica Unica da amostra. [135, 136]

A difratometria de raios X é uma técnica analitica que consiste na incidéncia
de radiacdo sobre uma amostra, seguida pela deteccdo do feixe de fétons
resultante. Essa metodologia € particularmente eficaz para a analise de materiais
com estrutura cristalina, onde os atomos estao organizados de forma periédica no
espaco. Por sua vez, a técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS), também
conhecida como espalhamento de luz quase-elastico (QELS), € um método nao
invasivo amplamente utilizado para determinar o tamanho e a distribuicdo de
particulas e moléculas. Aplicada principalmente na analise de particulas
submicrométricas, a DLS tem sido aprimorada tecnologicamente, permitindo a

medic&o de particulas com dimensdes inferiores a 1 nm. [133, 137]
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Validar a composigcdo
estrutural dos GQDs:
Difragdo de Raio X

Analise dos componentes
quimicos:
Espectroscopia Raman

Para avaliar a morfologia e Avaliacdo do didmetro
tamanho dos GQDs: hidrodindmico dos GQDs:
Microscopia de Forga Espalhamento de luz
Atomica dindmico

Figura 2. Técnicas de caracterizacao de pontos quanticos de grafeno (GQDSs)

3.2.1 Microscopia de Forga Atbmica

Para a caracterizacdo morfologica dos GQDs, foi empregada a técnica de
microscopia de forga atdomica (AFM). Primeiramente, as amostras de GQDs foram
dissolvidas em agua destilada. Posteriormente, 10 pL da solucdo foram depositados
sobre mica recém clivada e deixados para secar a temperatura ambiente. As medicdes
foram realizadas utilizando um microscépio Multimode 8 (Bruker, Santa Barbara, CA)
operando no modo Quantitative Nanomechanics (QNM). Para tal, foram empregadas
sondas do modelo Scanasyst Air, com constante de mola nominal de 0,4 N/m e raio
nominal da ponta de aproximadamente 2 nm. A andlise das secdes das particulas foi
conduzida com o software NanoScope Analysis 1.50, sendo que as imagens obtidas

apresentaram resolucéo de 256 amostras por linha.

3.2.2. Espalhamento de Luz Dindmico

A determinacdo do tamanho foi realizada por espalhamento de luz dinamico
(DLS) utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino
Unido). Todas as medi¢des foram realizadas em triplicata, a 25 °C, com um angulo de
incidéncia do laser em relacdo & amostra de 173°, utilizando uma cubeta de quartzo

com area de 12 mma2.

3.2.3. Espectroscopia Raman

Para avaliar as propriedades vibracionais e consequentemente oS compostos
quimicos presentes nas amostras de pontos quanticos de grafeno, os espectros
Raman foram obtidos utilizando um espectrémetro triplo Horiba-Jobin-Yvon (modelo
T64000). O equipamento estava equipado com um acessoério confocal e um detector

CCD resfriado com nitrogénio liquido. A excitacdo foi gerada por uma linha verde



23

(532,0 nm) de um laser de estado solido (LAS-532-100-HREV), operando a 14 mW.
A luz foi focalizada na amostra por meio de um microscépio Olympus com objetiva
MPLN de 100x. O acessorio confocal limitou o ponto de dispersdo da luz. Os
espectros foram adquiridos de duas maneiras: (i) em diferentes pontos da superficie
da amostra; e, (ii) variando a posi¢cao ao longo da diregéo vertical, centrada em uma

particula.

3.2.4. Difracdo de Raios X

Com o objetivo de avaliar a composi¢cdo quimica e estrutural do material, os
GQDs também foram caracterizados por difracdo de raios X (XRD). Para tal, foi
utilizado um difratdmetro Bruker AXS D8 Advance, equipado com radiacido CuKa,
operando a 40 mA/40 kV. As analises foram realizadas em dois intervalos de
angulo: alto (26 = 15°-68°) e baixo (26 = 1,3°-8,3°).

3.3. IMAGEM BIMODAL DAS AMOSTRAS DE PONTOS QUANTICOS DE
GRAFENO

3.3.1 Raios X

As propriedades de atenuacéo de raios X dos GQDs foram avaliadas utilizando
0 equipamento RX Shimadzu 500 mA, em tubos Eppendorf. O estudo foi conduzido
em trés diferentes técnicas padrao. Primeiramente, a amostra foi avaliada na técnica
padrdo para mao (mA: 100, mAs: 6,3 e 48 kV). Em seguida, foi avaliada na técnica
padrao para cranio (mA: 100, mAs: 40 e 70 kV). Por fim, a amostra foi analisada na
técnica padréo para coluna (mA: 100, mAs: 40 e 70 kV). A resolucéo foi de 35 mm,

com filtros de aluminio de 0,5 mm e tempo de exposi¢do de 632,0 ms.

3.3.2. Tomografia Computadorizada

As propriedades de atenuagdo em tomografia computadorizada (TC) dos
GQDs foram avaliadas em tubos Falcon com trés diferentes concentragdes
(100%, 50% e 10% em uma relacdo de massal/volume), utilizando um
equipamento Siemens Somatom Emotion TC 2014. Foram realizadas secodes
coronais e axiais.

Os parametros de aquisicao das imagens foram: mAs fixo: 220; quilovolts

ou kV: 130; pitch: 0,8 mm; espessura de fatia: 5 mm (28 imagens com 5 mm/5
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mm), revolucado: 9,6; tempo de aquisi¢ao: 20,51 s, com reconstrugéo utilizando
fitro H70 sharp FR (Parénquima Pulmonar); janela pulmonar na direcéo
craniocaudal e, por fim, incremento de 0,8 mm, além de filtros de aluminio de 0,5

mm.

3.4. ENSAIO IN VITRO
3.4.1. Cultivo Celular

As células de fibroblastos gengivais humanos (FGH) foram obtidas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ — 0089) e submetidas ao cultivo em
meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), enriquecido com 10% de soro
fetal bovino (FBS), bicarbonato de sédio (3,7 g/L), HEPES (5,2 g/L), penicilina (0,5
U/mL) e estreptomicina (0,5 mg/mL). As culturas foram mantidas em incubadora a
37 °C, sob atmosfera controlada e umidificada, contendo 5% de didxido de
carbono (CO,). As células foram cultivadas até atingirem confluéncia em frascos
de cultura com area de 75 cm? e, em seguida, removidas por tratamento breve
com solucéo de tripsina (0,1%)/EDTA (0,01 %).

3.4.2.Ensaio de Citotoxicidade

A linha celular de fibroblastos gengivais humanos (FGH) foi semeada em
placas de 96 pocos com densidade de 1 x 105 células por poco. Em seguida, as
células foram tratadas na auséncia (controle) ou presenca de diferentes
concentragcdes de pontos quanticos de grafeno (100, 50 e 25 ug/mL) por 24 horas.
Apoés a lavagem, o numero de células aderidas foi determinado por meio do ensaio
colorimétrico de MTT (do inglés 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
brometo)).

De forma resumida, ap6s o tratamento das células FGH com os GQDs por 24
horas, as culturas foram lavadas com tampdo PBS 1x para remocéo de residuos.
Em seguida, foi adicionada uma solucdo de MTT a 1 mM, e as ceélulas foram
incubadas por 2 a 3 horas em ambiente protegido da luz. Apés a formacdo dos
cristais de formazan, a solugdo de MTT foi cuidadosamente removida, e DMSO foi
adicionado para solubilizacdo dos cristais. Por fim, a absorbancia foi medida em
leitor espectrofotométrico a 540 nm, permitindo a quantificacéo da viabilidade celular,
método similar ao descrito por Helal-Neto e colaboradores [128].



25

3.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados em triplicata foram submetidos a andlises estatisticas para
comparacfes multiplas foram realizadas utilizando a analise de variancia simples (One
way ANOVA), seguida pela analise post-hoc de Bonferroni. Para comparagfes entre
dois grupos, foi utilizado o teste t de Student para amostras independentes. Diferencas
entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas quando p< 0,05. As

andlises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism para Windows.
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4. RESULTADOS
4.1. CARACTERIZACAO DOS PONTOS QUANTICOS DE GRAFENO

A analise de Microscopia de Forca Atbmica (AFM) (Figura 9A) revelou a
presenca de numerosos pontos quanticos (representados como pontos claros)
imersos na mica, com um diametro médio dos GQDs variando entre 160 e 280 nm,

sendo que as alturas mais frequentes estavam em torno de 5 nm. Esse valor foi

corroborado pela anélise de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) (Figura 9B).

Figura 3. Microscopia de for¢a atdmica dos pontos quanticos de grafeno. Os GQDs
sdo observaveis nos pontos luminosos em amarelo, a morfologia € indicada na
aproximacdo A(a) e (b). Em B, o resultado de espalhamento de luz dinamico

indicando o tamanho hidrodinamico dos GQDs.

Os espectros Raman indicaram a presenca de bandas em ~1360 cm™ e ~1600
cm™ (Figura 10a), as quais correspondem as bandas caracteristicas D e G dos pontos
guanticos de grafeno, associadas, respectivamente, a desordem ou defeitos na rede
cristalina e as vibragdes C-C. A andlise de Difracdo de Raios X (XRD) confirmou a
formacao dos GQDs (Figura 10B), evidenciando a presenca de um grande niumero de
outros picos. Todos esses picos foram atribuidos a presenca de citrato, utilizado na

preparacao dos GQDs, como confirmado pela analise de XRD (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo da presenca de citrato na amostra de oxido de grafeno

resultante do método de fabricagao utilizado.
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Figura 4. Espectroscopia Raman em A, indicando as bandas caracteristicas do

GQD; seguido da difracdo de raios-X em B, confirmando a presenca de picos

oriundos do citrato presente na sintese, na qual o maior pico é exibido pela seta

vermelha.

4.2. IMAGEM BIMODAL: RAIO-X E TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

Para explorar a potencial aplicacdo dos pontos quéanticos de grafeno como
agentes de contraste, realizamos experimentos utilizando tomografia
computadorizada e raios X, cujos resultados estao apresentados nas Figuras 11 e 12.
Aformacao de imagens por essas modalidades baseia-se na interagao entre os feixes
de raios X e 0s atomos presentes no material de interesse, cuja capacidade de gerar

BN

contraste estad diretamente relacionada a densidade e numero atdbmico dos
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elementos. [105, 107]

Neste ensaio, investigamos a capacidade de atenuagdo dos GQDs em
diferentes concentracdes, utilizando tubos isolados como referéncia visual para
analise comparativa nas imagens. Sendo possivel observar um aumento gradativo e
bem definido na atenuacao do feixe de raios X conforme a concentragédo dos GQDs
foi incrementada. Esse comportamento linear e dependente da concentracao foi
reproduzido tanto nas imagens obtidas por TC quanto naquelas de raios X
convencionais, demonstrando a consisténcia dos dados. [104, 105]. Os
resultados confirmam a hip6tese inicial de que o aumento na concentracdo dos
GQDs esté diretamente relacionado a sua capacidade de atenuar feixes de raios X,
tornando-os promissores como agentes de contraste para aplicacbes em imagens
biomédicas. A alta capacidade de atenuacdo, aliada a possibilidade de ajuste pela
concentracéo, destaca o potencial desses nanomateriais para otimizar a deteccéo de

tecidos e estruturas especificas em contextos clinicos e de pesquisa. [75, 76 e 77]

Puro  50% 10% Pure 50% 10% Puro 509 10%

’u;

Figura 5. Imagens de raios X empregando diferentes técnicas padrao.

A imagem mostra trés conjuntos de tubos em trés condicbes experimentais (A, B
e C), cada um com diferentes concentrages de pontos quanticos de grafeno (GQDS)
em solucdes puras (748 mg/mL), 50% de diluicdo (344 mg/mL) e 10% de diluicdo (61
mg/mL). Realizando uma analise detalhada, na imagem A os GQDs puros apresentam
maior densidade e opacidade, indicando maior absorcédo de radiacdo. As diluicbes a
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50% e 10% apresentam uma reducao progressiva na opacidade, sugerindo menor
concentracéo de material absorvente.

Ja na imagem B, os GQDs puros exibem uma estrutura mais heterogénea, com
areas de maior agregacao visiveis como regides mais escuras. Onde as diluicdes de
50% e 10% apontam uma distribuicdo mais homogénea e menor contraste em relagéo
ao tubo puro, indicando redugéo na capacidade de atenuagdo. E na imagem C, os
GQDs puros demonstram maior densidade e contraste. E as diluicbes apresentam
menor opacidade e distribuicdo mais uniforme do material, evidenciando o efeito da
diluicdo na capacidade de absorcdo. A diferenca entre as técnicas radiograficas
influenciam na visualizacdo dos GQDs, devido a opacidade radiogréfica, sendo mais

evidente em solu¢des mais concentradas.

Puro 50% 10%

Puro 50% 10%
B1 | -

Figura 6. Imagens de tomografia computadorizada (TC) utilizando diferentes

abordagens.

Na imagem Al, foi registrada uma secéo coronal, enquanto na imagem A2, foi
capturada uma secédo axial. As imagens B1 e B2 representam aquisi¢bes axiais em
depositos espessos, abrangendo o volume total analisado. As concentracdes dos

pontos quéanticos de grafeno (GQDs), expressas em massa por volume dos tubos
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avaliados, foram de 748 mg/mL para os GQDs puros, 344 mg/mL para a diluicdo a
50% e 61 mg/mL para a diluicdo a 10%. Os coeficientes de atenuacéo obtidos para
as diferentes concentracfes testadas, incluindo GQDs em estado puro, diluicbes de
50% e 10%, estdo detalhados na Tabela 2. Esses resultados reforcam as disposi¢coes

do uso de GQDs como agentes de contraste em modalidades de imagem médica.

Tabela 2. Resultados do coeficiente de atenuacao de raios X (J), expressos em cm™,
unidades Hounsfield (HU) e HU por mg/mL (HU/mM), para os GQDs puros, a 50% e
a 10%.

GQDs (mg/mL) M (em™) p (HU) p (HU/mM)
Puro (748) 0,361 1008 1,348
50% (344) 0,225 417 1,212

10% (61) 0,179 45 -0,074

4.3. ENSAIO IN VITRO

A seguranca dos pontos quanticos de grafeno foi avaliada por meio do ensaio
de citotoxicidade MTT em células FGH, um método amplamente utilizado para medir
a viabilidade e proliferacdo celular. Os resultados, apresentados na Figura 13,
revelaram que os GQDs néo causaram alteragdes significativas na viabilidade celular,
mesmo quando expostos a concentracdes crescentes, incluindo as mais elevadas
avaliadas no estudo. Observou-
se que, em todas as concentracdes experimentais, as células mantiveram niveis
normais de proliferacdo, comparaveis ao controle ndo tratado, o que indica que os
GQDs nao comprometem o metabolismo celular nem induzem morte celular em
células saudaveis. Esses resultados corroboram a seguranca dos GQDs para
aplicacdo em sistemas biolégicos, especialmente em contextos em que a
preservacao da integridade celular é crucial. Resultado expressos em numero de
células vivas, sem diferenca estatisticamente significativa, conforme analise estatistica
One-way ANOVA.
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5. DISCUSSAO
A nanotecnologia associada a aplicacdes médicas tém ganhado inacreditavel

forca nos ultimos anos. Associado a capacidade de resolver questdes atuais, como
melhorar a disponibilidade de farmacos ou tornar um tratamento especifico para uma
doenca especifica, também se evidencia a sua utilizacdo nos diagnosticos dessas
mesmas doencas. Neste cenario, o grafeno se torna uma opcao inovadora e
promissora diante desses desafios.

Constituido de uma estrutura carbdnica bidimensional, que possui alta
estabilidade quimica, boa condutividade elétrica e térmica, além da alta resisténcia
mecéanica [107]. Dentro da familia de derivados do grafeno encontra-se o pontos
guanticos de grafeno (GQDs), que dispdem de propriedades fisico-quimicas
interessantes como a fotoluminescéncia e propriedades biolégicas, como a
biocompatibilidade, sendo potencialmente estudado para aplicacdes biomédicas
[108], como por exemplo, na aquisicao de bioimagem devido a sua superioridade em
resisténcia ao fotobranqueamento, baixo custo e abundancia de matérias-primas na
natureza [109,110].

Através dessas propriedades o objetivo foi avaliar a capacidade dos pontos
quantico de grafeno na aquisicdo de imagens por meio da tomografia
computadorizada e dos raios-x convencional. Para tal, sintetizamos o GQD por via
eletroquimica, de modo sustentavel. Nossos resultados de caracterizacédo na figura 9
mostra a morfologia e tamanho dos GQDs de 160-280 nm por AFM. Esse resultado é
confirmado por DLS, onde o tamanho descrito foi de 167,3 nm. Embora a literatura
relate que o diametro dos GQDs seja <100 nm [110], Yao e colaboradores
apontaram que particulas de silica associado ao GQD em torno de 100 nm possuem
uma eficacia em células de cancer de mama.

Futuramente, os espectros Raman foram avaliados na figura 10, onde
observa-se a presenca de bandas G e D. A banda G (~1580 cm™) representa a
flexdo no plano de atomos de carbono duplamente ligados, sendo nitida em grafeno
de alta qualidade, indicando elevada cristalinidade. Ja a banda D reflete desordens
ou defeitos no grafeno representa um modo de respiracdo de anéis de carbono sp2.
[112,113].
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Essas caracteristicas sdo determinantes na identificacdo e caracterizagdo do
grafeno durante o processo de sintese [114]. Além disso, a composi¢cdo do material
foi avaliada por difracdo de raios-X, revelando picos caracteristicos atribuidos ao
hidrogénio citrato dissodico desidratado. O &cido citrico, utilizado como precursor e
fonte de carbono, desempenha um papel crucial na formacdo dos GQDs, atuando
como uma base fraca para a geracdo do material. Além disso, sua estrutura rica em
grupos funcionais - COOH contribui para a estabilizacdo quimica dos GQDs,
favorecendo a uniformidade e a funcionalidade do nanomaterial [115,116]. No
que diz respeito aos raios X convencionais, sdo um tipo de radiacéo eletromagnética
gerada apos a ejecdo de um elétron da orbital interna e a consequente transi¢céo dos
elétrons nas orbitais atbmicas de estados de alta para baixa energia [117]. Ao
contrario da radiografia convencional baseada em raios X, a tomografia
computadorizada reconstroi imagens anatbmicas transversais das estruturas
internas de acordo com coeficientes de atenuagdo dos raios X [118]. A elevada
densidade dos GQDs (q = 1,45 g/cm3) pode atenuar os raios X em ambas as
modalidades [119,120]. A TC baseia as suas medidas na absorcdo de raios X,
distinguindo os tecidos com base em graus distintos de atenuacéo dos raios X, em
que o coeficiente de atenuacdo depende do numero atdmico e da densidade
eletronica dos tecidos.

Wang et al. [121] referiram que, devido a estabilidade coloidal e
biocompatibilidade dos GQDs, especialmente em agua, 0 nhanocomposto
Gd,05/GQDs apresentou propriedades Opticas com relaxividade em ressonancia
magnética (15,995 mM™ s™1), comprovando que o Gd,0;/GQDs pode atuar como
agente de contraste para ressonancia magnética. Além disso, os GQDs possuem
uma grande quantidade de grupos carboxila negativamente carregados e ligacdes
TT-TT conjugadas, conferindo propriedades eletrostaticas adequadas para diversas
aplicacoes [122,123].

Também considera-se que os pontos quanticos de grafeno sdo nanomateriais
ricos em carbono de dimenséo zero, com uma estrutura em forma de favo de mel de
hibridizacdo sp2. Eles podem ser considerados nanomateriais densos em elétrons.
Consequentemente, sua densidade eletrbnica (também deslocalizada em

confinamento quantico) pode ser a causa das imagens de raios X e TC, observadas
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neste trabalho. No entanto, o coeficiente de atenuacdo de raios X das nossas
amostras (GQDs puros, 50% e 10%) apresentaram valores consideravelmente
menores (1,348, 1,212 e -0,074 HU/mM) em comparacdo com as nanoparticulas de
bismuto revestidas com pontos quanticos de grafeno (GQDs-Fe/Bi; 44,4 HU/mM)
previamente relatadas por Badrigilan et al. [102]. Os autores utilizaram uma
concentracédo de 1 mg/mL de GQDs-Fe/Bi, que resultou em uma atenuacéo de raios
X de 120 HU.

Nos casos de 1 mg de Bi/mL em nanoparticulas de bismuto revestidas com
pontos quanticos de grafeno apresentou uma atenuacao de 80 HU nos raios X [101].
De acordo com nossos resultados observados nas figuras 11 e 12, € necessario utilizar
concentracfes muito altas de GQDs, como 748 e 344 mg/mL, para alcancar uma
maior atenuacao de raios X (1008 e 417 HU). Apesar disso, nosso resultado com a
concentracdo de 61 mg/mL de GQDs exibiu um valor negativo de unidades Hounsfield
(-4,5 HU), indicando uma amostra menos densa com menor absor¢ao do feixe de raios
X [124]. Portanto, o uso de pontos quanticos de grafeno como agentes de contraste
pode expandir as aplicacbes da imagem médica bimodal, combinando técnicas
convencionais de raios X e tomografia computadorizada (TC). No entanto, os agentes
de contraste baseados em GQDs requerem concentracdes massicas
excepcionalmente altas para exibir uma elevada atenuacéo de raios X.

Os dados relativos a seguranca dos pontos quanticos de grafeno (GQDs)
revelaram resultados promissores. Nos ensaios in vitro, verificou-se que os GQDs nao
induzem toxicidade nas concentracfes avaliadas para células FGH, conforme
apresentado na Figura 13. Esses achados estdo alinhados com o trabalho de Liang
et al. [125], que também destacaram a elevada biocompatibilidade dos GQDs,
evidenciando sua seguranca para aplicaces biologicas.

Fasbender et al. [126] investigaram os efeitos dos GQDs no transcriptoma de
células progenitoras hematopoéticas CD34+, demonstrando que, mesmo apos 36
horas de incubacéo, ndo houve alteracdes significativas nos perfis de expressao
génica. Esses resultados indicam que os GQDs exercem influéncia minima sobre
processos celulares fundamentais, o que é crucial para sua aplicacdo em estudos in
vivo. Hadad et al. [127] reforcaram ainda mais a seguranga dos GQDs ao avaliar sua

biodistribuicéo e eliminagdo no organismo. Seus experimentos demonstraram que 0s



34

GQDs nao causam danos renais durante o processo de depuracao, destacando sua
adequacao para aplica¢des terapéuticas e diagndsticas que envolvam administracao
sistémica. Assim, o conjunto desses estudos valida a seguranca e o potencial dos

GQDs em aplicacbes biomédicas avancadas.
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6. CONCLUSAO

A presente pesquisa investigou a aplicacdo dos pontos quanticos de grafeno
(GQDs) como agentes de contraste em modalidades de imagem médica, além de
avaliar sua seguranca em células FGH. Os resultados obtidos, tanto pelas analises
de microscopia de forca atbmica (AFM), espalhamento de luz dindamico (DLS),
espectroscopia Raman, difracdo de raios-X (XRD) quanto pelas imagens de TC e
raios X, corroboram o potencial dos GQDs para serem utilizados como ferramenta
inovadora na érea biomédica.

A andlise AFM revelou a presenca de GQDs imersos na mica com um
diametro médio entre 160 e 280 nm e altura média de 5 nm, dados que foram
confirmados pelo espalhamento de luz dindmico (DLS). As espectroscopias Raman
e XRD proporcionaram evidéncias adicionais da estrutura dos GQDs, com a
identificagdo das bandas caracteristicas D e G, relacionadas a defeitos e vibrag6es
C-C, e a presenca de citrato, utilizado durante sua sintese.

No que se refere as imagens de raios X e tomografia computadorizada, os
GQDs demonstraram ser eficazes como agentes de contraste, exibindo uma
capacidade de atenuagcdo proporcional ao aumento de sua concentracdo. As
imagens de TC e raios X corroboraram a hipétese de que a elevacdo da
concentracdo de GQDs esta diretamente associada ao aumento da capacidade de
atenuacao, com coeficientes de atenuacao obtidos para as concentracdes de GQDs
puros, 50% e 10% apresentando resultados significativos, como detalhado na Tabela
1. Ao mesmo tempo, a avaliacdo da seguranca dos GQDs por meio do ensaio de
citotoxicidade MTT em células FGH indicou que, mesmo em concentracdes
elevadas, os GQDs nao afetaram a proliferacdo celular, sugerindo sua
biocompatibilidade e seguranca para uso em aplicagcdes médicas.

Portanto, os resultados obtidos demonstram que o0s pontos quanticos de
grafeno tém grande potencial como agentes de contraste para imagens médicas em
tomografia computadorizada e raios X, com vantagens adicionais de seguranca, sem
efeitos toxicos detectaveis nas concentracdes avaliadas. Essas propriedades abrem
possibilidades para o uso expandido dos GQDs no campo da medicina,
especialmente para diagndstico por imagem, bem como em outras areas da

nanotecnologia e biomateriais.
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APENDICE

DIAGNOSTICO: CLASSE DE EQUIPAMENTOS DE RAIOS X
Raios X Convencional

A radiografia convencional € comumente usada como modalidade de imagem
inicial para investigar distarbios dos mais variados. Sozinha, pode ser capaz de
diagnosticar complicacées e delimitar as abordagens terapéuticas [41]. Durante o
processo de radiografia, a radiagcdo na forma de raios X passa pelo corpo do
paciente. Parte desse raio X € absorvida e a outra é espalhada pelas estruturas
internas, e o0 que resta, € transmitido a um detector [42]. Durante o processo de
imagem, o equipamento convencional utiliza de uma fonte e um detector planar que
geram a imagem de projecdo em 2D do paciente. Essa imagem gerada tem
intensidade e é proporcional a quantidade pela qual os raios X sdo atenuados a
medida que passam pelo corpo, ou seja, a distribuicdo espacial 3D dos coeficientes
de atenuacao dos raios X € projetada em uma imagem 2D [43].

A captura de uma imagem de raio X envolve trés etapas principais. Primeiro,
os raios X interagem com um meio de deteccdo adequado, gerando uma resposta
mensuravel. Em seguida, essa resposta é temporariamente armazenada em um
dispositivo de gravacdo. Por fim, ocorre a medi¢cdo da resposta armazenada. Por
exemplo, em sistemas de filme de tela, os raios X interagem com um material
fosforescente, emitindo fétons de luz visivel, que criam uma imagem latente no filme
fotogréafico. Posteriormente, essa imagem é revelada, resultando em uma fotografia
fixa [44]. A imagem resultante fornece informacdes diagndsticas importantes devido
as diferencas nos coeficientes de atenuag¢do de o0sso, musculo, gordura e outros
tecidos na faixa de 40-120 keV usada na radiografia clinica [45].

Tomografia Computadorizada

A tomografia computadorizada (TC) — desenvolvida 70 anos apds a
descoberta dos raios X, em 1971 - utiliza radiacdo para capturar imagens
detalhadas das estruturas internas do corpo, oferecendo uma visdo em 360 graus,
criando uma projecdao 3D significativamente mais precisa do que o Raio X
convencional. Apesar de ser um pouco mais demorada que o Raio X, a TC é rapida,
geralmente concluida em cerca de minutos, o0 que a torna uma ferramenta
indispensavel para diagndésticos detalhados, especialmente em emergéncias [46-48].

Diferente do raio X convencional, onde uma imagem planar é gerada, no TC
uma mesa motorizada move o paciente através de uma abertura circular no sistema
de tomografia computadorizada, onde uma fonte de raios X e detectores giram ao
seu redor. Durante cada rotacao, concluida em cerca de um segundo, a fonte emite
um feixe em forma de leque que atravessa 0 corpo, enquanto os detectores
capturam "instantaneos" de diferentes angulos. Esses dados sao enviados para um
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computador, que 0s processa e reconstroi em imagens transversais detalhadas dos
orgaos e tecidos internos, permitindo uma analise precisa. [48, 49]

A TC utiliza unidades de Hounsfield (HU) para medir a atenuacao dos raios X
pelos tecidos. A agua tem um valor de 0 HU, enquanto o ar tem -1000 HU, e os
tecidos moles geralmente apresentam valores entre 30 al00 HU. Excec¢fes incluem
o tecido pulmonar, com valores proximos de —1000 HU, e os ossos, com valores em
torno de 1000-3000 HU [50,51]. A maioria dos scanners de TC é calibrada com base
na agua. Embora muitos tecidos sejam visiveis na tomografia computadorizada,
pode ser dificil distinguir interfaces entre tecidos adjacentes ou entre tecidos moles e
fluidos. Diferencas de 50-100 HU ajudam na diferenciacdo, mas diferencas maiores
melhoram a qualidade das imagens. Por isso, agentes de contraste sdo usados para
aumentar a sensibilidade, melhorar a diferenciacdo entre os tecidos e fornecer
informacdes sobre a funcdo dos orgaos [49, 52].

A Escala de Hounsfield na Tomografia Computadorizada: Fundamentos e Aplicacdes

A Tomografia Computadorizada (TC) é uma técnica de imagem amplamente
utilizada na medicina e em pesquisas cientificas, cuja eficacia depende, em grande
parte, da utilizacdo da Escala de Hounsfield. Essa escala € uma ferramenta
fundamental para quantificar a densidade dos tecidos e materiais, sendo essencial
para a interpretacdo das imagens geradas pela TC e para a diferenciacdo dos
diversos tipos de tecidos e substancias. A Escala de Hounsfield mede a atenuagéo
dos raios X em um tomégrafo computadorizado, e sua unidade de medida é
denominada Unidade Hounsfield (UH). [121, 124]. A Escala de Hounsfield é definida
matematicamente pela seguinte equacao:

HU=1000xumaterial-pa'guapa’'guaHU=1000%pa’guaumaterial-pa’gua
Onde:
pmaterialumaterial representa o coeficiente de atenuacédo do material em analise;

pa’guapa’gua corresponde ao coeficiente de atenuacéo da agua, que é estabelecido
como referéncia e possui valor 0 (zero) na Escala de Hounsfield.

Essa escala permite a quantificacdo precisa da densidade dos tecidos,
oferecendo uma base padronizada para a interpretacédo das imagens de TC. A agua,
por exemplo, é utilizada como ponto de referéncia, com valor 0 UH, enquanto o ar é
representado por -1000 UH e os tecidos 0sseos densos podem atingir valores
superiores a 1000 UH. Essa variacdo numérica permite a distincdo clara entre
diferentes estruturas anatdbmicas e patologicas. [119, 124]

Aplicagbes da Escala de Hounsfield
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1. Diagnéstico Médico: A Escala de Hounsfield desempenha um papel crucial no
diagndstico médico, pois permite a diferenciacdo entre diversos tipos de
tecidos. Essa capacidade € fundamental para identificar condi¢cdes
patologicas, avaliar 6rgaos internos e detectar anomalias, como tumores,
hemorragias ou infeccfes. A precisdo na quantificacdo da densidade dos
tecidos facilita a interpretacdo das imagens, contribuindo para diagnosticos

mais acurados.

2. Planejamento Cirurgico: No contexto cirargico, a Escala de Hounsfield é
utilizada para identificar a localizagéo e a natureza de lesdes e anomalias.
Essa informacdo é vital para o planejamento de procedimentos cirdrgicos,
permitindo que os profissionais de saude delineiem estratégias precisas e
minimizem riscos durante as intervencoes.

3. Pesquisa Cientifica: Além de suas aplicacfes clinicas, a Escala de Hounsfield
€ amplamente utilizada em estudos cientificos para analisar e quantificar a
composicao de tecidos e materiais. Sua padronizacédo facilita a comparacéo
de resultados entre diferentes pesquisas, contribuindo para o avango do
conhecimento em &reas como radiologia, oncologia e engenharia biomédica.

A Escala de Hounsfield é um componente essencial da Tomografia
Computadorizada, fornecendo uma metodologia padronizada para a quantificacao
da densidade dos tecidos e materiais. Sua aplicacdo abrange desde o diagnéstico
médico e o planejamento cirdrgico até a pesquisa cientifica, destacando-se como
uma ferramenta indispensavel para a interpretacdo precisa de imagens de TC. Ao
estabelecer uma referéncia clara e quantificavel, a Escala de Hounsfield contribui
significativamente para o avanco da medicina diagnéstica e terapéutica, bem como
para o desenvolvimento de pesquisas inovadoras na area da saude.[124, 126]
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Figura 7. Escala de Hounsfield: relagéo dos numeros de TC na escola de cinza.
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O CONTRASTE E SEU USO E SUA HISTORIA NA RADIOLOGIA

Contraste, de acordo com uma definicdo generalista, refere-se ao efeito de
enfatizar uma oposigédo qualitativa ou quantitativa entre duas entidades, onde uma
destaca a outra. Nas investigacdes com radiografia, as caracteristicas intrinsecas
das estruturas possibilitam a criacdo de contrastes naturais nas imagens. Em outras
palavras, diferentes estruturas anatdbmicas absorvem o feixe de raios-X em graus
distintos. A magnitude dessa absorcdo varia conforme o numero de elétrons no
trajeto do feixe, o qual depende da espessura, densidade e numero atdbmico da
estrutura estudada. Quando ha uma disparidade significativa na densidade entre
dois 6rgdos, como ocorre entre o musculo cardiaco e o ar nos pulmdes, os
contornos das estruturas podem ser discernidos em uma radiografia devido ao
contraste natural existente. [5, 6]

Os avancos na pratica da radiologia clinica foram viabilizados ndo apenas
pelo progresso no conhecimento médico e na tecnologia diagndstica, mas também
pela introducdo dos produtos de contraste iodados (PCI), os quais possibilitaram a
visualizacdo detalhada de estruturas e 6rgdos internos que, de outra forma, seriam
indistinguiveis. O desenvolvimento farmacol6gico continuo resultou em uma notavel
tolerdncia aos PCl modernos, com efeitos adversos intra-vasculares geralmente
leves e auto-limitados, enquanto as reacdes extra-vasculares sdo raras. No entanto,
reacdes graves ou potencialmente fatais podem ocorrer em ambas as vias de
administracdo. Portanto, é importante que radiologistas e outros profissionais de
salude estejam cientes dos fatores de risco associados as reacdes adversas aos PCI
e dominem as estratégias para minimiza-las por meio de rapido reconhecimento e
tratamento eficaz. Com a ampla utilizacdo dos PCI, especialmente com o aumento
da Tomografia Axial Computadorizada, esse tema torna-se relevante ndo apenas
para radiologistas, mas também para todos os clinicos em geral. [128, 125].

Em 1900, comecou-se a aplicar produtos de contraste positivos in vivo, sendo
utilizados para opacificar cavidades viscerais, estruturas tubulares e trajetos
fistulosos. Em 1905, Von Lichtenberg realizou a pielografia retrégrada e a cistografia,
utilizando (rGO) como meio de contraste. Em 1923, Berberich sugeriu o uso de
brometo de estrbncio aquoso para opacificar os vasos sanguineos, exigindo a
interrupcdo mecanica do fluxo sanguineo por compresséao para evitar rapida diluicao
do contraste. [124, 128].

Entre 1904 e 1950, contrastes negativos, como ar, oxigénio e dioéxido de
carbono, foram empregados em varias técnicas, incluindo cistografia gasosa,
artrografia do joelho e pneumoperitonio diagnostico. Em 1915, Stewart realizou
inadvertidamente a primeira traqueobroncografia durante um transito esofagico com
bario em um paciente com fistula traqueoesofagica. Em 1918, Halsted e Dandy, ao
observarem um politraumatizado, notaram a presenca de ar nos ventriculos
cerebrais, 0 que levou a criacdo da técnica de ventriculografia cerebral diagnoéstica.
Todos os produtos de contraste iodados (PCI) comumente utilizados sao derivados
quimicos do anel de benzeno tri-iodado. Eles sao classificados com base em suas
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propriedades fisicas e quimicas, incluindo estrutura quimica, osmolalidade, contetdo
de iodo e ionizagdo em solucdo. Na pratica clinica, a categorizagdo com base na
osmolalidade € a mais comumente empregada. [7, 8]

Como constatado, apesar dos avancos significativos na sintese dos produtos
de contraste iodados (PCI), seu uso generalizado tem levou a um aumento inevitavel
e frequente das reacfBes adversas ao seu uso intravascular. Isso torna o tema das
reacoes adversas fundamental para todos os clinicos, especialmente para os
radiologistas. E importante destacar que os radiologistas sdo responsaveis pela
administracdo do contraste intravenoso e pela intervencdo meédica imediata no caso
de uma reacdo adversa, até que assisténcia mais especializada esteja disponivel. As
reacoes adversas locais sdo mais comuns do que outras reacdes e ocorrem devido
a lesbes vasculares ou extravasamento de contraste, resultando em danos nos
tecidos. [6,7]

Atualmente, uma dose diagnostica eficaz de agente de contraste para
tomografia computadorizada é geralmente na faixa de concentracdo molar. Por
exemplo, em uma arteriografia coronéria, um paciente adulto (75kg) recebe cerca de
45 mL de Hexabrix™ contendo 24 g de ioxaglato, podendo atingir até 150 mL no
total. Essa alta concentragdo de contraste torna a TC menos vantajosa em
comparacao a outras técnicas, como ressonancia magnética e imagem nuclear, que

exigem menores concentracoes [53, 55].

Assim, a busca por um agente de contraste ideal para TC, que maximize a
qualidade da imagem e minimize a dose e a toxicidade, continua sendo uma tarefa
em andamento. Com isso, a nanotecnologia tem emergido como uma solugao
promissora, oferecendo a possibilidade de desenvolver agentes de contraste mais
eficazes e seguros. A manipulacdo de materiais em escala nanométrica pode
permitir a criacdo de contrastes mais especificos e direcionados, reduzindo o0s
efeitos colaterais e melhorando a precisdo do diagnéstico por TC [54,55].

NANOTECNOLOGIA

Para abordar grandes dilemas cientificos, a nanotecnologia emergiu nas
dltimas décadas como uma &rea inovadora, dedicada ao desenvolvimento e
aplicacdo de novos materiais em escala nanométrica (10-9). Historicamente, é
interessante notar que a nanotecnologia ja era empregada no ano IV d.C., quando
0s romanos utilizavam técnicas rudimentares para a producdo de nanoparticulas
[56]. Atualmente, a nanotecnologia destaca-se por sua multidisciplinaridade,
estabelecendo interagfes significativas com diversos campos cientificos, como a
ciéncia dos materiais, a fisica, a quimica e as engenharias [57]. Essas interacdes
nao poderiam deixar também de compreender grandes areas médicas e bioldgicas
[58], como a aplicacdo na medicina diagndstica.
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Figura 8. Escala de comprimento do nanémetro do metro.

A nanotecnologia tem impulsionado significativamente 0s avangos em
imagem, devido a sintese de nanomateriais com foco na deteccdo precoce,
diagnostico e progndstico de doencas, aprimorando as tecnologias ja existentes e
ampliadas [59]. Toda essa “narrativa” s6 € possivel gragcas a compreensao
aprofundada dos nanomateriais, incluindo suas propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas. Esses materiais séo classificados com base em diferentes critérios, como
a origem da matéria-prima, sendo ela natural ou sintética. Além disso, a classificacédo
abrange a configuragdo estrutural, distinguindo nanomateriais organicos e
inorganicos, e considerando também o nimero de dimensdes, toxicidade e nimero
de poros [60, 61].

Com relagcdo aos nanomateriais baseados na origem da matéria prima,
encontram-se 0s naturais e artificiais. Os nanomateriais naturais ocorrem em varias
formas na natureza, incluindo virus, moléculas de proteinas e minerais como argila.
Eles também podem ser encontrados em coloides naturais, como leite e sangue,
névoa (aerossois), gelatina e materiais mineralizados como conchas, corais e 0Ss0s
[62]. Por outro lado, os nanomateriais, sdo criados intencionalmente por meio de
processos mecanicos e de fabricacao precisos [61, 63].

Em relacdo a classificagdo com base na composi¢cdo, 0s nanomateriais sao
divididos em orgéanicos e inorganicos. Os nanomateriais organicos (por exemplo,
micelas, lipossomas) ndo séo toxicos, sdo biodegradaveis e séo ideais para a
administracdo de medicamentos devido as suas estruturas ocas e a sua
sensibilidade a luz e ao calor. Os nanomateriais inorganicos, como as nanoparticulas
magnéticas (por exemplo, maghemita, magnetita, ouro), sdo mais estaveis,
biocompativeis e hidrofilicos, mas metais como o niquel e o cobalto sdo limitados
pela toxicidade. A escolha entre nanomateriais organicos e inorganicos depende dos
requisitos especificos da aplicagéo [64,65].

Atrelado a composi¢cdo, encontram-se 0s nanomateriais baseados na
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estruturacdo quimica, ou seja, com base na sua dimensionalidade, que os insere em
quatro categorias (Figura 7). Os nanomateriais de dimenséo zero (OD) tém as trés
dimensbes a escala nanométrica, com exemplos como 0s pontos quanticos, 0s
fulerenos e as nanoparticulas. Os nanomateriais unidimensionais (1D) tém uma
dimensdo fora da nanoescala, incluindo nanotubos, nanofibras, nanobastdes,
nanofios e nano-chifres. Os nanomateriais bidimensionais (2D) tém duas dimensdes
fora da nanoescala, tais como nanoplacas, nanofilmes e nanofolhas. Finalmente, os
nanomateriais tridimensionais (3D), ou nanomateriais a granel, que nao estao
confinados a nanoescala em nenhuma dimensdo, incluindo dispersées de

nanoparticulas e matrizes de nanofios e nanotubos [66, 67].

0D 1D 2D 3D

Fulereno = Nanotubes - Grafeno 3 Grafite = Diamante

Figura 9. IIustr:a(;élb dos diferenteé nanomateriais e suas'dimensiorialidades, 0D, 1D
2D e 3D, as setas vermelhas exemplificam a direcédo para fora da nanoescala. [68].

Expandido o conhecimento sobre os nanomateriais, outras caracteristicas
fundamentais ditardo a capacidade de interacdo, em caso de aplicabilidades
médicas. Essas interacdes envolvem uma série de fendmenos biofisico-quimicos,
como interacdes estéricas, eletrostaticas, hidrofébicas, interacées com solventes e
interacdes biolégicas. Os principais fatores que influenciam essas interacdes e
determinam a formag&o da interface incluem o tamanho, o formato, a carga
superficial/pKa e a quimica dos ligantes. Esses fatores, garantem o uso direcionado
e pontual para técnicas de tratamento e diagnéstico.[69, 70].

A deteccdo precoce de doencas e deformidades impulsiona o0 avancgo
tecnoldgico, oferecendo beneficios além dos agentes de contraste convencionais. As
nanoparticulas de imagem, por exemplo, possibilitam a visualizagdo funcional e o
monitoramento de processos biolégicos, como a detec¢do de macrofagos em lesdes
aterosclerdticas por TC e a imagem molecular de angiogénese por ressonancia
magnética. Além disso, o tempo prolongado de circulacdo plasmatica das
nanoparticulas melhora a biodistribuicdo, aumentando o sinal de contraste nas
lesbes. Sua forma e tamanho podem ser ajustados para otimizar o carregamento de
compostos de imagem, e suas propriedades fisicas podem ser modificadas para
atender a necessidades clinicas especificas [69, 70]. Um
exemplo, publicado demonstrara o uso de nanoparticulas metélicas, como no caso
de nanoparticulas de ouro [71], no auxilio & determinagé&o precisa do local cirurgico,
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na realizacdo de biopsias e no monitoramento das condi¢cdes poOs-operatérias.
Embora os autores relatem que os agentes de contraste a base de iodo sejam
amplamente utilizados, recentemente, radiologistas tém se interessado por
nanoparticulas com alto niamero atémico, como ouro, tantalo, bismuto e prata [72].

Além de [71, 73], demonstraram que as nanoparticulas de 6xido de cério sao
potenciais candidatas a agentes de contraste para imagens de raios X, devido ao
alto namero atbmico (Z) do atomo. O modelo animal mostrou um aumento
significativo no contraste de raios X, com uma melhoria de até dez vezes, utilizando
concentracbes muito menores do que as dos agentes de contraste comerciais ou
outros previamente propostos.

A utilizagdo de esponjas de grafeno em microtomografia computadorizada de
raios X para gerar imagens ap0s a absorcdo de nanoparticulas metélicas, como
prata e ferro [74]. Enquanto Wanas e colaboradores (2023) também aborda o
produtos a base de grafeno como um composto promissor para a bioimagem de
tumores, gracas as suas propriedades épticas, morfoldgicas, de carga de superficie
e estruturais das nanoestruturas [75]. Esses resultados destacam a versatilidade de
diferentes nanomateriais com variadas composi¢des, que podem ser aplicados no
diagnéstico por imagem, integrando-se a medicina nuclear de forma eficaz. Nesse
contexto, o grafeno e seus derivados (6xido de grafeno, 6xido de grafeno reduzido,
pontos quanticos de grafeno) emergem como materiais promissores, oferecendo
uma plataforma altamente eficiente para aprimorar as tecnologias de imagem,
devido as suas propriedades Unicas, como alta condutividade e capacidade de
modulacao quimica [76].

Grafeno

O grafeno é folha expressa constituida atomicamente de carbonos
hibridizados sp2 disponiveis em uma monocamada configurada em favo de mel
bidimensional (2D). Essa estrutura carbbnica é a base de outros derivados do
grafeno como fulereno, nanotubos, etc [77]. Desde seu isolamento em 2004, o
grafeno e seus derivados, como oxido de grafeno, oxido de grafeno reduzido e os
pontos quanticos de grafeno mostrado na Figura 8, ganharam destaque devido as
suas propriedades Unicas, sendo amplamente explorados em &reas como
biossensores, entrega de medicamentos, bioimagem e teranostica, com grande
impacto na ciéncia e tecnologia [78,79].
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Figura 10. indicando elétrons 1 livres; (b) o oxido de grafeno; (C) o oxido de grafeno
reduzido e (d) os pontos quanticos de grafeno. [80].

O grafeno é o cristal bidimensional mais conhecido encontrado na natureza,
com propriedades que diferem significativamente das dos cristais tridimensionais. A
conjugagao T estendida entre seus atomos de carbono confere ao grafeno
caracteristicas térmicas e mecanicas Unicas, tornando-o altamente desejavel para
diversas tecnologias [81]. Além disso, o grafeno possui uma ampla area superficial
especifica, alta transparéncia optica e excelente condutividade térmica. No entanto,
0 que o distingue de maneira notavel sdo suas propriedades eletrénicas Unicas, que
abrem inlUmeras possibilidades para o desenvolvimento de dispositivos
nanoeletrénicos avancados. Devido ao comportamento relativistico dos elétrons no
grafeno, esse material se destaca como uma plataforma promissora para explorar e
testar modelos tedricos de campo quéantico, especialmente em contextos da fisica de
altas energias. Diante disso, o grafeno apresenta um grande potencial em
bioimagem, abrangendo técnicas como imagem Optica, fluorescéncia convencional e
de dois fétons, imageamento Raman e métodos baseados em radionuclideos [82].

E pode ser identificado do seguinte modo [133]:
e SLG - Grafeno Monocamada (Single-Layer Graphene)
e« MLG - Grafeno Multicamada (Multi-Layer Graphene)
« GO - Oxido de Grafeno (Graphene Oxide)
« 1GO — Oxido de Grafeno Reduzido (Reduced Graphene Oxide)
e N-G — Grafeno Dopado com Nitrogénio (Nitrogen-Doped Graphene)
e B-G - Grafeno Dopado com Boro (Boron-Doped Graphene)
e P-G — Grafeno Dopado com Fosforo (Phosphorus-Doped Graphene)

e CVD-G - Grafeno por Deposicdo de Vapor Quimico (Chemical Vapor
Deposition Graphene)
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e« GQDs - Pontos Quéanticos de Grafeno (Graphene Quantum Dots)

Similar ao grafeno, o 6xido de grafeno (GO) € um material 2D obtido da
oxidag&o quimica do grafite. Esse material ja era conhecido bem antes no grafeno
puro e € um dos nanomateriais mais promissores da familia do grafeno [83]. A
estrutura mais amplamente aceita do 6xido de grafeno consiste em grupos carbonila
e carboxila localizados nas bordas da rede de grafeno, enquanto grupos hidroxila e
epoxi estao ligados ao plano basal. A propor¢cdo de grupos contendo oxigénio varia
conforme a rota de sintese e o material utilizado como fonte de carbono. Além disso,
durante o processo de oxidacdo, formam-se fragmentos altamente oxidados,
conhecidos como detritos oxidativos (OD) [83].

Os grupos funcionais presentes no o6xido de grafeno conferem a ele
caracteristicas hidrofilicas, diferenciando-o de outros materiais grafiticos e
possibilitando uma ampla gama de modificacdes e aplicacbes, especialmente em
contextos biomédicos [84]. Essa estrutura facilita a funcionalizacdo com diversas
moléculas bioldgicas e agentes especificos, tornando o GO um excelente
transportador para medicamentos ou &cidos nucleicos, com grande potencial para
terapias direcionadas contra o cancer [85].

A diversidade desses grupos funcionais, assim como o tamanho lateral, os
dominios localizados e os dopantes provenientes de solventes desempenham um
papel significativo na modulacdo das transicbes de energia eletrbnica e nas
propriedades de fluorescéncia do 6xido de grafeno (GO). Gracas a fluorescéncia
intrinseca do GO, na faixa do visivel e do infravermelho, tornam o oxido de grafeno
um nanomaterial promissor em técnicas de bioimagem. [86, 83]

Embora o 6xido de grafeno seja amplamente estudado, sua forma reduzida, o
oxido de grafeno reduzido ou (rGO), possui suas vantagens. A reducdo quimica do
oxido de grafeno pode se dar pela adicdo de compostos como hidrazina, hidrato de
hidrazina, acido L-ascorbico e borohidreto de sédio [87], dentre outros. Além da
reducdo quimica, o O6xido de grafeno pode ser convertido em Oxido de grafeno
reduzido por meio de métodos de reducdo eletroquimica e térmica. Essas técnicas
conferem ao (rGO) uma maior condutividade elétrica e térmica, resultado da
remocao parcial dos grupos oxigénios e menos interrupcdo em sua rede de ligacéo
sp2, em comparacao a sua forma nao reduzida [88,89].

Curiosamente, apds a reducdo do GO, a conjugacdo das ligagbes 1 €
significativamente ampliada, o que pode ser observado pelo deslocamento para o
vermelho nos espectros de absorcdo UV. No (rGO) o transporte de elétrons ocorre
predominantemente por meio do mecanismo de salto. Devido ao extenso volume de
conjugacgao de elétrons 1 presente no material, o (rGO) encontra amplas aplicacdes
em tecnologias de armazenamento de energia [90]. Por outro lado, sua
aplicabilidade também se estende para a area biomédica devido a suas
propriedades de biocompatibilidade, sendo menos citotéxico, além de promover
menos agregacao plaquetaria quando comparado com o Oxido de grafeno puro.
Embora a interacdo do oxido de grafeno reduzido com sistemas bioldgicos ainda
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exija maior investigacdo, estudos indicam seu grande potencial em diversas
aplicacbes biomédicas.

O (rGO) tem se destacado na entrega de farmacos e genes, fototerapia,
biossensores, engenharia de tecidos, controle bacteriano e bioimagem. Sua
fluorescéncia intensa em comprimentos de onda de excitacdo especificos 0 torna
eficaz em imagens Opticas, tanto in vivo quanto in vitro. Além disso, o (rGO) funciona
como um transportador eficiente de agentes de contraste em tecnologias avancadas,
incluindo imagens fotoacuUsticas, ressonancia magnética (RM) e tomografia
computadorizada por emissdo de féton anico (SPECT) [91,92].

Por fim, os pontos quéanticos de grafeno (GQDs), que apresentam
propriedades 6pticas e quimicas Unicas, atraindo interesse em areas como biologia,
bioimagem, deteccéo 6ptica e catélise quimica. Com uma estrutura de carbénica os
GQDs exibem espectros de excitacgdo de Iluminescéncia amplos, emissfes
simétricas estreitas e grandes mudancas de Stokes. Até agora, os GQDs — ator
principal deste trabalho — tém demonstrado amplo sucesso em aplicacfes [93, 99]

Métodos de sintese do grafeno e seus derivados: Top down e Bottom-up
Método bottom-up

No método bottom-up, destaca-se a sintese do grafeno por meio de técnicas como
crescimento epitaxial e decomposicdo quimica (CDV). No crescimento epitaxial, um
cristal de SiC é exposto a altas temperaturas, levando os atomos de silicio na
superficie a absorverem atomos de carbono e formarem estruturas grafiticas. A
medida que o silicio sublima, novas camadas de grafeno s&o criadas e se
sobrepbem, resultando em uma estrutura que varia em quantidade de camadas
empilhadas e tamanho da rede, dependendo da estrutura do mineral. [90,93].
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Atualmente, ndo existe tecnologia capaz de controlar todas as variaveis
envolvidas na producédo de grafeno, tanto no método de crescimento epitaxial quanto
na decomposicao quimica a vapor. Além disso, algumas propriedades eletrénicas do
grafeno séo afetadas quando produzido por esses métodos. O custo do processo é
elevado, principalmente devido a necessidade de ser realizado em vacuo, embora
pesquisas estejam explorando a possibilidade de realizd-lo em atmosferas
controladas com gases especificos, o que reduziria 0s custos, porém ainda néo seria
praticavel em escala comercial. [134, 135]

Na decomposicdo quimica a vapor, 0s precursores de carbono sédo
decompostos em fornos com atmosfera e temperaturas controladas, sobre
catalisadores metalicos adequados, como niquel, cobre, cobalto e rubidio, que
facilitam a quebra das ligacdes moleculares. O grafeno € formado em filme Unico
sobre um substrato metélico, apresentando variacbes em suas propriedades de
acordo com o metal utilizado e as condi¢cdes de producao. [142, 143]

O desafio atual é controlar a uniformidade dos filmes de grafeno, embora
pesquisas estejam em andamento para otimizar esse processo. Por outro lado, a
transferéncia desses filmes para diferentes superficies facilita suas possiveis
aplicacoes.

Top-down

No método top-down, o grafeno é obtido a partir da grafita por meio da
esfoliacdo mecénica ou quimica. Cada camada que compde a grafita € uma camada
de grafeno. Na esfoliagcdo mecanica, ocorre a descamacéo das camadas do grafeno
em flocos de grafita com o auxilio de uma fita adesiva, utilizando movimentos de
colagem e descolagem, o que resulta na clivagem preferencial nos planos
cristalinos, expondo os planos atdmicos. Apds esse processo, o material é removido
da fita por um banho de solucdo de acetona, juntamente com um substrato de
diéxido de silicio (SiO2), onde o grafeno fica retido. Para obter uma camada de
grafeno, esse procedimento precisa ser repetido varias vezes. [144, 142].

Com este método, é produzido um grafeno com perfeita cristalinidade e com
poucos defeitos em sua estrutura, porém a produtividade € limitada devido a sua
natureza artesanal, e o custo do produto final € elevado devido ao baixissimo
rendimento, tornando-o invidvel economicamente. J4 a esfoliagdo quimica consiste
na oxidacdo da grafita por agentes oxidantes fortes, como o &cido sulfurico, acido
nitrico, permanganatos e cloratos, nos quais ions sao intercalados na estrutura da
grafita, ampliando o espaco interplanar, resultando no material denominado grafita
intercalada.

Apés a oxidagdo, € necessario submeter a grafita intercalada a uma
esfoliacdo, utilizando, por exemplo, ultrassom, que separa camadas de grafita,
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gerando o grafeno. Dentre as diferentes rotas quimicas, destacam-se as
desenvolvidas por Staudenmaier, Hofmann e Hummers. [141, 143]

Staudenmaier H,SO, e KCIO;

Hofmann HNO; , H,SO, e KCIO4
Hummers H,SO, , NaNO; e KMNO,
Sintese verde Acido citrico e Citrato de Sodio

Tabela 3. Apresentacdo dos métodos e seus produtos quimicos utilizados.

Figura 12. Apresenacdo da estrutura de Oxido de grafeno detalhando grupos
funcionais que ficam ligados ao mesmo.

Existe ainda outro método de producédo de grafeno, altamente eficiente e de
baixo custo, que utiliza radiacdo eletromagnética (laser de um gravador de DVD)
sobre um filme de éxido de grafite para produzir uma camada de grafeno de alta
qualidade e mecanicamente resistente, capaz de funcionar como capacitor ou
substrato de semicondutor. A sintese por esses métodos € amplamente estudada
devido ao baixo custo e as possibilidades de producédo em larga escala. No entanto,
a acao dos oxidantes pode causar efeitos na estrutura do material. O resultado do
processo de oxidagdo do grafeno inclui uma série de grupos funcionais ligados e
falhas na rede hexagonal. Esses grupos podem facilitar a interacdo com outros
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materiais, contribuindo, por exemplo, para a produ¢do de compostos poliméricos,
mas também podem interferir nas propriedades elétricas do produto final. [142, 143]

A quantidade de grupos funcionais precisa ser minimizada, o que torna
necesséario adicionar uma etapa de reducgdo, que pode ser quimica ou térmica,
visando restaurar as ligagdes 11 e restabelecer a condutividade elétrica do material,
eliminando os radicais anexados e restaurando a rede grafitica caracteristica do
grafeno No processo de reducdo quimica, o 6xido de grafeno é esfoliado por meio
de uma dispersao coloidal com redutores, como hidrazina, dimetildrazina e boro
hidreto, seguido de hidroquinona. Por outro lado, a reducdo térmica se baseia no
rapido aquecimento do 6xido de grafeno, liberando moléculas de CO, CO, e H,0, o
que aumenta a pressao interna da estrutura e forga a separagdo das estruturas.
[106, 109].

Apesar do método de separacdo ter ganhado destaque nos ultimos anos,
incluindo na producéo de amostras comerciais, o0 numero de variacdes envolvidas no
processo é extremamente elevado, e uma pequena mudanca em uma dessas
varidveis pode levar a materiais com propriedades e caracteristicas bastante
distintas. Tal complexidade torna complicada a comparacdo entre amostras
produzidas por procedimentos diferentes ou, inclusive, a reprodutibilidade de
resultados uma vez ja obtidos. Nossa sintese € melhor descrita mais adiante pelo
metodo top down por eletrolise oxidativa como uma sintese simples e sustentavel ,
com reagentes mais equilibrados e amigos do meio ambiente.

Pontos Quanticos de Grafeno

Os GQDs sao monocamadas de grafeno em escala nanomeétrica, compostas
por atomos de carbono hibridizados sp2 organizados em uma estrutura
bidimensional em forma de favo de mel assim como no grafeno puro, no entanto
em confinamento quantico [78,94]. Os GQDs possuem redes de grafeno com
tamanho inferior a 100 nm e espessura de menos de dez camadas [96].

A deslocalizacdo de elétrons no grafeno confere propriedades eletrdnicas
Unicas, como alta mobilidade de elétrons e transparéncia 6ptica. No caso dos
GQDs, essa deslocalizagdo, associada ao confinamento quantico, resulta em niveis
discretos de energia e em uma lacuna de banda que varia de acordo com o método
de sintese e as condi¢des utilizadas. Essas varia¢cdes afetam caracteristicas como
tamanho, forma, defeitos, bordas, grupos funcionais e dopagem. Os GQDs
apresentam forte absorcdo na regiao ultravioleta, atribuida as transicées T-m* em
sua estrutura de carbono sp2, com o pico de absorcdo deslocando-se para o azul a
medida que diminuem de tamanho. A funcionalizagéo e a
dopagem ajustam essas propriedades, permitindo deslocamentos para o vermelho
ou azul nos espectros de absorcdo, dependendo dos grupos quimicos envolvidos.
Essas caracteristicas destacam os GQDs como materiais promissores para
aplicacbes optoeletronicas e biomédicas [97]. A facilidade de funcionalizacéo,
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solubilidade em A&gua, baixa toxicidade e alta biocompatibilidade desses
nanomateriais de dimensao zero (0OD) tém contribuido significativamente para suas
aplicagbes no campo biomédico, como bioimagem, biossensores e liberagdo de
medicamentos [98]. Além disso, a estrutura eletrénica dos GQDs confere forte e
ajustavel fotoluminescéncia para bioimagem e biossensores fluorescentes, bem
como a capacidade de absorver radiacdo incidente para terapia fototérmica e
fotodinamica [99]. O mecanismo predominante de
fotoluminescéncia dos GQDs consiste no efeito de confinamento quéntico de p-
dominios conjugados, no estado de superficie/borda e no efeito sinérgico desses
dois fatores [100]. O que levanta a hipGtese de que essas caracteristicas,
juntamente com a estrutura densa em elétrons dos GQDs, também poderiam gerar
imagens de raios X e tomografia computadorizada. No entanto, trabalhos
anteriores relataram apenas a capacidade de nanoparticulas de bismuto revestidas
com pontos quanticos de grafeno em melhorar a imagem de TC [101,102]. O
bismuto é outro elemento denso em elétrons com alto nimero atémico, utilizado
como agente de contraste para TC [78]. De fato, a literatura aponta as
nanoparticulas baseadas em bismuto como a sonda mais promissora para
tomografia computadorizada de raios X, devido ao maior coeficiente de atenuagéo
de raios X [101,103]. A utilizarem o6xido de
grafeno dopado com prata (Ag) e funcionalizado com doxorrubicina (DOX) e um
peptideo de direcionamento tumoral contendo Asn-Gly-Arg (GO@Ag-DOX-NGR),
demonstraram que o composto atuou simultaneamente como um potente agente
de contraste para diagnostico de tumores por raios X e como um eficaz agente
para a ablacao fototérmica de tumores. Contudo, até onde sabemos, ainda ndo ha
estudos que explorem a aplicacdo de GQDs puros como agentes de contraste para
imagens de raios X e tomografia computadorizada convencionais. [104, 105],
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The urgency of new contrast agents, especially for X-ray and Computed Tomography (CT) is increasing each day. Although both
imaging modalities are the most routinely used imaging techniques, the availability of contrast agent is very limited. In this scenario,
the use of graphene quantum dots (GQDs), a member of the graphene family, which has several characteristics, including low
toxicity, good biocompatibility and physical-chemical properties, may represent an important application of this material. Thus,
using X-ray (conventional) and CT analysis was evaluated the applicability of GQDs as contrast agent for both imaging modalities.
The results demonstrated that GQDs are able to attenuate X-ray forming sharp imaging in both modalities. The data broaden the
spectrum of GQDs use.

1. Introduction

The use of medical imaging techniques may represent one of the most important tools for daily medical routine.
Medical imaging aims to provide relevant anatomical, functional and structural information about the body or parts of
the body, which leads to early detection, diagnosis, and appropriate treatment of several diseases [1]. Nowadays,
there are several imaging techniques: MRI (Magentic Ressonance Im- aging), CT, SPECT (Single Photon Emission
Computed Tomography), PET-CT(Positron Emission Tomography-Computed Tomography), X- ray, and many others.
The X-ray imaging technique is probably the most popular, affordable, and available worldwide [2]. The X-ray
imaging may be performed with or without a contrast agent. However, to have a better resolution or differential
imaging, X-ray contrast agents are required [3,4], especially for soft tissues, since X-ray imaging techniques struggle to
distinguish soft tissues [5,6].
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Computed tomography (CT) is a technical and complex diagnostic imaging modality also based on X-ray imaging
properties [7]. In the CT, cross-sectional, high-resolution, three-dimensional diagnostic imaging is obtained using
single-energy polychromatic X-rays. CT is an X-raybased technology with an inherent limitation for soft tissue
differenti- ation. This happens because the pixel value or CT number entirely de- pends on the linear attenuation
coefficient (1), which has considerable overlap between different body materials, especially in soft tissues [8]. Due
to this limitation, the use of contrast is generally required. As in conventional X-ray imaging, the most used contrast
agent for CT im- aging is iodine. Although iodine can be considered a safe contrast agent, it has several safety issues,
including severe anaphylactic shock reaction
[9] and nephrotoxicity [10].

GQDs are nano-sized monolayers of graphene sheets with two- dimensional honeycomb monolayer sp?
hybridized carbon atoms in quantum confinement [11,12]. GQDs have graphene lattices smaller than 100 nm in size
and less than ten layers in thickness [13] The ease of functionalization, water-solubility, low toxicity, and high
biocompati- bility of these zero-dimensional nanomaterials have greatly contributed to their applications in the
biomedical field such as bioimaging, bio- sensors, and drug delivery [14]. In addition, the electronic structure of
GQDs confers strong and tunable photoluminescence (PL) for fluores- cence bioimaging and biosensing, as well as
the ability to absorb inci- dent radiation for photothermal and photodynamic therapy [15].
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According to Zhu et al. (2017), the dominant PL mechanism of GQDs consists of the quantum confinement effect of
conjugated p-domains, the surface/edge state, and the synergistic effect of these two factors [16]. We hypothesized
that those characteristics along the electron-dense structure of the GQDs might also generate X-ray and CT images.
How- ever, previous works have only reported the ability of graphene quan- tum dots-coated bismuth nanoparticles
to improve CT imaging [17,18]. Bismuth is another electron-dense element with a high atomic number used as a
contrast agent for CT [19]. In fact, the literature refers to the bismuth-based nanoparticles as the most promising X-
ray CT probe due to the largest X-ray attenuation coefficient [17,20]. Finally, Shi et al.

[21] using graphene oxide (GO) dopped with silver (Ag) and decorated with doxorubicin (DOX) and tumor-homing
peptide containing Asn-Gly- Arg (GO@Ag-DOX-NGR) demonstrated that the compound not only served as a powerful
tumor diagnostic X-ray contrast agent, but also as a strong agent for photothermal ablation of tumor. Therefore, there
is a lack of reports exhibiting the application of pure GQDs as contrast agents by themselves for CT and conventional
X-ray imaging, to the best of our knowledge. In this study we evaluated the graphene quantum dots (pure) as contrast
agents for X-ray and CT imaging.

2. Methodology
2.1. Graphene quantum dots

The GQDs synthesis and characterization were extensively described by Menezes et al. (2019) and Haixia et al.
(2021), and De Barros [22]. In brief, the GQDs were produced by an electrochemical green route, using graphite rod
and platinum, respectively anode and cathode, in a buffer solution of citric acid/sodium citrate (Sigma—Aldrich,
USA). The elec- trolyte was prepared by mixing 63.5 mL of 0.2 M citric acid with 36.5 mL of 0.2 M sodium citrate to
obtain 100 mL of electrolyte. The electro- chemical process was conducted at a constant current of 190 mA for 24 h
using an ICEL PS-1500 adjustable power supply. After the oxidation
electrolysis, the dispersion obtained was filtered to remove large parti- cles. The filtered suspension was dried at 60
°C to reduce the dispersion volume to 10 mL. Finally, 50 mL of ethanol was added to the dispersion,

and the upper phase corresponding to purified GQDs was collected and dried at 60 °C and stored.
The characterization has been performed by Atomic Force Micro-

scopy (AFM), Raman Spectroscopy, X-ray diffractometry (XRD), and dynamic light scattering (DLS). For the AFM
analysis, the sample of GQDs was dissolved in distilled water. Then, 10 pL of the solution was dropped in fresh
cleaved mica and dried at room temperature. The measurements were made using a Multimode 8 microscope
(Bruker, Santa Barbara, CA) in QNM (Quantitative Nanomechanics) mode using probes model Scanasyst Air, with a
nominal spring constant of 0.4 N/m and nominal tip radio of 2 nm approximately. The analyses were per- formed with
NanoScope Analysis 1.50 software to evaluate the particle section, and the image resolution was 256 samples per
line. The size determination was performed by DLS using Zetasizer Nano ZS equip-
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ment (Malvern Instruments, UK). All measurements were performed in triplicate at 25 “C with a laser incidence angle
relative to the sample of 173" using a 12-mm2 quartz cuvette. The Raman spectra were obtained using a Horiba-
Jobin-Yvon triple spectrometer (model T64000). The

instrument was equipped with a confocal attachment and a liquid-N2- cooled charge-coupled device (CCD)
detector. The excitation was pro- duced using a green line (532.0 nm) from a solid-state laser (LAS-532- 100-HREV)
operating at 14 mW. The light was focused on the sample using an Olympus microscope with an MPLN 100 m
objective lens. The confocal attachment limited the spot of the scattered light. The spectra were acquired in two
ways: (i) at different points on the sample surface and (ii) by varying the position along the vertical direction centered
on a particle. The GQDs were characterized by XRD, analysis using Bruker

AXS D8 Advance diffractometer equipped with CuKa radiation and

working at 40 mA,/40 kV, performed at high angle (26 = 15- 68°) andow angle range (26 = 1.3"- 8.3"). The final
product of this process was the GQDs used in this study. More details of the production and char- acterization are
available in the supplemental file.

3. Bimodal imaging
3.1. Computed Tomography

The CT attenuation properties of GQDs were evaluated in Falcon tubes at three different concentrations (100 %,
50 %, and 10 % mass/ volume of the tube) using a Siemens Somatom Emotion, CT 2014, and coronal and axial
sections were performed. The parameters were: mAs fixed:220, kV:130, pitch:0.8 mm, slice:5mm (28images 5
mm/5mm), revolution:9.6, acquisition time 20.51 s, with H70 sharp FR (Lung Pa- renchyma) filter reconstruction,
lung window craniocaudal direction, increment: 0.8 mm and aluminum filters 0.5.

3.2. X-ray imaging

The X-ray attenuation properties of GQDs were evaluated using RX Shimadzu 500 mA in Eppendorf. The study
design was performed in three different techniques. First, we evaluated the sample in the stan- dard hand
technique (mA 100, mAs 6.3, and 48Kv). Secondly, we evaluated the sample in standard skull technique (mA 100,
mAs 40, and 70Kv). Finally, we evaluated the sample in standard spine technique (mA 100, mAs 40, and 70Kv).
The resolution was 35 mm; aluminum filters, 0.5 and 632.0 ms.

4. In vitro assay
4.1. Cell culture

Human gengival fibroblast (FGH) cell lines were obtained from Cell Bank of Rio de Janeiro, Brazil (0089). FGH
cells were routinely main- tained in DMEM supplemented with 10 % FBS, NaHCO3 (3.7 g/L),
HEPES (5.2 g/L), penicillin (0.5 U/mL) and streptomycin (0.5 mg/mL). Cells were incubated at 37 ‘C in a humidified
atmosphere of 5 % CO,. Cells were grown to confluence in 75 cm? culture flasks and were de-
tached by brief treatment with trypsin (0.1 %)/EDTA (0.01 %).

4.2. Cytotoxicity assay

FGH cell line (1 x 10° cells/well) were plated onto 96-well plates. Then, cells were treated in the absence
(control) or presence of different concentrations of graphene quantum dots (100, 50 and 25 pg/mL) for another 24 h.
After washing, the number of attached cells was deter- mined using the MTT assay as described by Helal-Neto et

al [23].
4.3. Statistical analysis

The statistical analyses for multiple comparisons were performed using one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Bonferroni post-test analysis. For comparisons between two groups, we used an unpaired t-test. We
considered statistically significant differences be-
tween groups with p < 0.05. Analyses were made using the GraphPad
Prism software for Windows.

5. Results

We performed CT and X-ray imaging (Figs. 1 and 2) to evaluate our hypothesis that pure graphene quantum dots
could act as a contrast agent. The generation of images by both modalities (CT and X-ray) de- pends on the
concentration of contrast-generating atoms in a volume [11]. Therefore, for a given element, no matter its size, the
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attenuation should not change at the same concentration level [12]. Thus, we investigated the attenuation of the
GQDs at different concentrations.

X-Ray

Pure 50% 10% Pure 50% 10% Pure 50% 10%

Fig. 1. X-ray imaging using different techniques. In A: standard hand technique, B standard skull, and C standard spine

technique. The concentrations (mass per volume of the tube) of pure, 50 % and 10 % GQDs are 748 mg/mL, 344 mg/mL and
61 mg/mL, respectively.

CT Imaging

Pure 50% 10%

e

Pure 50%

Pure 50% 10%

l B2 Pure 50%

Fig. 2. CT imaging: Al: coronal section and A2 axial section. B1 and B2 axial acquisition in thick sections for the total volume. The

concentrations (mass per volume of the tube) of pure, 50 % and 10 % GQDs are 748 mg/mL, 344 mg/mL and 61 mg/mL,
respectively.

evaluate dose—response imaging. The samples were covered in falcon tubes. Therefore, isolated tubes are seen in
the image. An increase in attenuation from low to high concentration was observed for each GQDs, as shown in Fig.
1. CT and X-ray attenuation increased when the mass concentration GQDs increased was expected. The results of
the X- ray attenuation coefficient for pure, 50 %, and 10 % GQD are presented
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Table 1
Results of the X-ray attenuation coefficient (1) expressed in cm—*, Hounsfield units (HU), and HU per mg/mL (HU/mM) for pure,
50% and 10% GQDs.

GQDs (mg/mL) u(cmit) u (HU) H (HU/mM)
Pure (748) 0.361 1008 1.348
50 % (344) 0.255 417 1.212
10 % (61) 0.179 —45 —0.074

In order to evaluate the safety of the graphene quantum dots, we have performed cytotoxicity in FGH cells. The
proliferation assay is displayed in Fig. 3. It is possible to observe no effect on cell proliferation even at higher
concentrations.

6. Discussion

Conventional X-rays are a kind of electromagnetic radiation gener- ated after the ejection of an inner orbital
electron and the ensuing transition of atomic orbital electrons from states of high to low energy [24]. Unlike
conventional X-ray-based radiography, CT reconstructs cross-sectional anatomical images of the internal structures
according to X-ray attenuation coefficients [25].

20000

15000
10000
5000
0

100 50 25

Control Graphene Quantum Dots

Cell Number

Fig. 3. Proliferation assay of FGH cells exposed to different concentrations (25, 50, and 100 pg/mL) of graphene quantum dots.

The high density of the GQDs (q = 1.45 g/cm?®) can attenuate X-rays in both modalities [26,27]. CT bases its measures on
the absorption of X- rays distinguishing tissues based on distinct degrees of X-ray attenua- tion, where the
attenuation coefficient depends on the tissues’ atomic number and electron density. Additionally, Wang et al. [28]
reported that due to the colloidal stability and biocompatibility of GQDs, espe- cially in water, the nanocomposite

Gd,03/GQDs exhibited optical properties with an MRI relaxivity (15.995 mM—!s™!) proving that
Gd,03/GQDs could serve as an MRI contrast agent. Also, GQDs have

loads of negatively charged carboxyl groups and conjugated TT—1T bonds, which provide electrostatic properties for
diverse applications [19,29]. In addition, graphene quantum dots are zero-dimensional carbon-rich nanomaterials
with an sp?hybridization honeycomb structure. They may be considered electron-dense nanomaterials.
Consequently, their electronic density (also delocalized in quantum confinement) might cause this work’s X-ray and
CT images.
However, the X-ray attenuation coefficient of our samples (pure, 50

% and 10 % GQDs) exhibited considerably lower values (1.348, 1.212, and —0.074 HU/mM) than the graphene quantum
dots-coated bismuth nanoparticles (GQDs-Fe/Bi; 44.4 HU/mM) previously reported by

Badrigilan et al. [18]. These authors used a 1 mg/mL GQDs-Fe/Bi con- centration that provided an X-ray attenuation
of 120 HU [18]. Furthermore, 1 mg Bi /mL in graphene quantum dots-coated bismuth nanoparticles resulted in 80
HU X-ray attenuation [17]. According to our results, we need to use very high GQD concentrations such as 748 and
344 mg/mL to provide a higher X-ray attenuation (1008 and 417 HU). Even though our result with the high
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concentration of 61 mg/mL GQDs displayed a negative value of Hounsfield units (-4.5 HU), indi- cating a less dense
sample with less X-ray beam absorption [30].

Therefore, using graphene quantum dots as contrast agents might expand the applications of bimodal medical
imaging, combining con- ventional X-ray and CT imaging. Nonetheless, the GQD contrast agents require remarkably
high mass concentration values to exhibit a high X- ray attenuation.

Regarding safety, the in vitro assay demonstrated that the graphene quantum dots are not harmful in the
concentrations evaluated for FGH cells. This data is corroborated by Liang et al. [31], demonstrating

graphene quantum dots’ safety and biocompatibility. Also, Fasbender et al. [32] stated that GQDs hardly influence
the CD34+ cells on the

transcriptome level after 36 h of incubation, demonstrating their high usability for in vivo studies. Hadad et al. [33
have demonstrated the safety of GQDs, including no renal effect during the clearance process.Finally, De Barros et
al [22], have demonstrated that only at very high concentrations GQDs can impact the microcirculation in vivo.

7. Conclusion

The use of graphene quantum dots as a biomedical device is increasing, especially due their safety and
practicality. Our data demonstrated that graphene quantum dots at concentrations of up to 100 pug/mL presented no
cytotoxicity in FGH cells. Regarding the im- aging process, the results demonstrated that graphene quantum dots
are able to attenutates X-rays and form contrast images in both modalities: X-ray and Computed Tomography. The
isolated use of graphene quan- tum dots as contrast agent may represent a new use of this material in the
biomedical or industrial field.
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