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Materiais Nanoteranésticos de Carbono: Pontos
Quanticos de Carbono e Carbonos Mesoporosos
Ordenados

Carbon Nanotheranostic Materials: Carbon Dots and Ordered
Mesoporous Carbons

Larissa S. O. Mota,® Bruno S. Peixoto,® Larissa S. Santana,><" Luiz Claudio R. P.
da Silva,><** Marcela C. de Moraes**

Ordered mesoporous carbon nanoparticles (OMCNs) and carbon dots (C-dots) are emerging materials
that have shown great potential for application in the biomedical field, biocompatibility, and versatility
in the delivery of therapeutic and as diagnostic agents. There is still a great potential to be explored
as nanotheranostic systems due to the simultaneous emission of heat and fluorescence by C-dots and
photoacoustic and photothermal imaging of OMCNS. In the present work, we review the main advances
in the use of these materials for drug delivery, mostly for treating tumors, highlighting an overview of
methods of synthesis and conjugation to molecules, the responsiveness to endogenous and exogenous
stimuli, the use in diagnostic imaging techniques, and an analysis of intellectual property in the last decade.
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1. Introducao

A Nanotecnologia envolve a manipulagdo da matéria a niveis atdmicos, moleculares e
supramoleculares, especialmente em dimensdes a partir de 1 a 100 nandmetros, criando uma
organizacao estrutural, com diferentes comportamentos e propriedades em relagio aos materiais
nao-nanoestruturados. Além de novas propriedades fisicas e quimicas, a nanotecnologia abriu
um caminho a nanomedicina, estabelecendo uma nova fronteira do conhecimento no que tange
o carreamento de substincias bioativas e farmacos para o interior do organismo.'?

Ao longo das ultimas décadas, surgiram muitos tipos de nanomateriais com abordagens
promissoras para a obtencio de novas formas de terapia e diagnéstico. Nesse tempo observou-se
que um novo conceito deveria ser adotado, o de sistemas nanoterandsticos, cujas caracteristicas
associam a terapia e diagnéstico (in vitro ou in vivo) em um sé material. As possibilidades
nanoteranésticas incluem o uso de nanomateriais que carreiam simultaneamente farmacos
e agentes de imageamento, como nanoparticulas poliméricas com agentes fluorescentes,’
lipossomas contendo nanoparticulas magnéticas,* quantum dots ou carbon dots (C-dots) ligados
a agentes terapéuticos.’ H4 ainda nanomateriais com dupla acao, terapéutica e diagnéstica, como
as nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPION, do inglés superparamagnetic
iron oxide nanoparticles), nanoparticulas de ouro (AuNp), C-dots e nanoparticulas de carbono
mesoporoso ordenado (OMCNs, do inglés ordered mesoporous carbon nanoparticles).

Muitos sistemas de nanoterandsticos baseiam-se no uso de nanoparticulas inorgénicas.®!!
As SPION e AuNp estdo presentes na maior parte dos estudos com nanoparticulas inorganicas,
mas recentemente os nanomateriais a base de carbono tém atraido a atengao de pesquisadores
em nanomedicina e nanotoxicologia.'>"

Os C-dots, um novo membro da familia dos materiais de carbono, foram descobertos
em 2004 e atualmente sdo relatados diversos protocolos para sua obtencdo. Sdo particulas
com menos de 10 nm de didmetro que apresentam fotoluminescéncia. As propriedades dos
C-dots incluem ainda a capacidade de ligagdo a agentes terapéuticos, baixa toxicidade celular,
biocompatibilidade, facil dispersdo em dgua e estabilidade fotoquimica. Além disso, estudos ja
relataram que os C-dots sdo biodegradéveis, tornando-os bons candidatos para uso clinico.'*"”
Dessa forma, os C-dots superam em varios aspectos alguns dos nanocarreadores convencionais,
como nanoparticulas poliméricas e lipossomas.'®1°

Ainda dentro da familia de nanomateriais de carbono, as OMCNs também sio uma
alternativa promissora para o carreamento de firmacos, uma vez que interagdes supramoleculares
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7-1t na estrutura porosa permite a inclusdo de substancias
com estrutura aromdtica. Esses materiais apresentam
biocompatibilidade, estabilidade fisico-quimica e uma
estrutura porosa com elevada area superficial e volume,
permitindo uma alta capacidade de carreamento de
farmacos e controle na liberagdo. De forma peculiar,
apresentam capacidade de foto-conversdo na regido do
infravermelho préximo, podendo ser utilizado tanto para
terapia fototérmica'® quanto para imageamento fotoacustico
por laser pulsado.

Dessa forma, nesta revisao serao discutidas as
principais caracteristicas de nanossistemas terandsticos
baseados em C-dots ¢ OMCNs, incluindo (1) uma visdo
geral dos principais métodos de sintese; (2) a utilizacdo de
substancias para recobrimento e/ou direcionamento; (3) a
responsividade a estimulos enddgenos e exdgenos; (4) a
utilizagdo em bioimageamento e (5) um panorama sobre a
protecdo intelectual na dltima década.

2.Sintese de Nanomateriais a Base de Carbono

2.1. Pontos Quanticos de Carbono

Inicialmente, os Pontos Quanticos de Carbono (C-dots)
foram obtidos acidentalmente através da produgdo de
nanotubos de carbono de parede tunica utilizando-se o
método de descarga de arco voltaico. Durante o processo
de purificagdo por eletroforese preparativa, os C-dots foram
isolados e caracterizados como nanomateriais fluorescentes
presentes junto com os nanotubos de carbono. Desde
entdo, diversos métodos para a obten¢do dos C-dots t€m
sido investigados. Os métodos mais recentes envolvem
abordagens quimicas convencionais e métodos verdes
que buscam otimizar o nimero de etapas envolvidas e as
condigdes reacionais para controlar as caracteristicas e
propriedades do produto.

Os métodos quimicos para a obtengdo dos C-dots
podem ser classificados em top-down ou bottom-up. Tal
classificagdo se baseia nos tipos de precursores utilizados
na sintese.

Os métodos top-down utilizam como material de partida
precursores de carbono maiores, como o grafeno® e o
carvao.”! Dentre os diferentes processos quimicos e fisicos
usados nestes métodos destacam-se os eletroquimicos® e a
ablagdo a laser.® Por exemplo, um método eletroquimico em
uma Unica etapa foi descrito por Ming et al. (2012)* para
a sintese de C-dots em larga escala e com elevada pureza
a partir de hastes de grafite, utilizando-se como eletrélito
apenas dgua pura.

Por outro lado, os métodos bottom-up utilizam como
precursores materiais organicos e pequenas moléculas
como o 4cido citrico,” a glicose,? o dcido ascorbico®® e
a frutose.” Processos como o tratamento hidrotérmico® e
micro-ondas®’ sdo muito utilizados neste tipo de sintese. Por
exemplo, Li et al. (2017)?® descreveram a sintese one-pot
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de C-dots fotoluminescentes por reacio hidrotérmica entre
o0 4cido citrico e a polietilenoimina (PEI).

Em principio, qualquer material organico pode ser
submetido a diferentes processos para a obtencdo dos
C-dots. Dessa forma, a utilizag@o de fontes renovaveis e de
baixo custo para a obtenc@o dos C-dots tem sido explorada
por diversos grupos. Por exemplo, Carvalho et al. (2019)¥
descreveram a sintese de C-dots fotoluminescentes pelo
método hidrotérmico a partir da acerola, que contém muitas
substancias organicas.

O método de carbonizacdo direta, que consiste na
carbonizacdo de precursores de carbono a elevadas
temperaturas, também pode ser empregado para a sintese
de C-dots através da utilizacdo de bases e dcidos fortes
para a ruptura dos precursores em nanoescala. Neste caso,
os materiais precursores podem envolver cascas de frutas
ou qualquer outro material orgénico. Zhou et al. (2012)*
descreveram a produgdo de C-dots através da carbonizacio
da casca da melancia a 200 °C por 2 h, e purificagdo do
produto por filtracdo e centrifugagao.

2.2. OMCNs

O carbono mesoporoso ordenado pode ser preparado
a partir de varios precursores de carbono, como sacarose,
acetato de vinila, acrilonitrila e pireno. O método de
sintese mais utilizado € o processo de moldagem, no qual
o s6lido € formado em um molde através de ligacdes fisicas
entre o molde e o precursor de carbono. As cinco etapas
envolvidas no processo de moldagem sdo: preparo do
molde, impregnagdo do molde com o precursor de carbono
(infiltracdo), polimerizacdo do precursor, carbonizagdo
do material organico e remocdo do molde. Os principais
moldes utilizados sdo as peneiras moleculares mesoporosas
do tipo MCM (Mobil Composition of Matter), SBA (Santa
Barbara Amorphous) e MSU (Michigan State University).
Além destes moldes, também podem ser utilizados silica
gel e nanoparticulas de silica.

O primeiro carbono mesoporoso com estrutura de poros
ordenado foi sintetizado por Ryoo et al. (1999)*! através de
um processo chamado de nanocasting ou nanomoldagem.
Este método consiste em utilizar um molde rigido pré-
filtrado que inicialmente € impregnado com o precursor
organico e, em seguida, carbonizado. No final do processo,
o molde € removido e os nanomateriais ordenados obtidos.
Ryoo et al. utilizaram uma silica mesoporosa ordenada
MCM-48 como molde rigido e sacarose como precursor de
carbono. O 4cido sulfirico foi empregado como catalisador
em um processo de carbonizagdo branda. O material
obtido apresentou um arranjo tridimensional regular de
mesoporos uniformes de 3 nm de didmetro, mas sofreu
transformacdo sistemdtica em sua simetria estrutural
durante a remocao do molde. A primeira réplica fiel do
molde, sem transformacao estrutural durante a remog¢ao do
molde de silica, foi obtida substituindo a silica mesoporosa
MCM-48 por SBA-15.%
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De uma forma geral, o molde de fundicio pode ser do
tipo rigido ou mole.” A nanomoldagem utiliza moldes
rigidos por permitirem a criacdo de réplicas ordenadas,
que viabilizam a cria¢do de materiais mesoporosos com
novas composi¢des, estrutura controlavel e funcionalidade
especifica, com a remocao final do molde por via 4cida ou
basica.*

3. C-dots e OMCNs Conjugados/Ligados a
Agentes de Recobrimento e Direcionamento

As superficies dos materiais de carbono sdo facilmente
modificaveis, podendo ocorrer a introducio de diversas
moléculas objetivando distintos fins, como direcionamento
dos materiais as células cancerigenas, melhora da
dispersibilidade e responsividade dos transportadores
a estimulos, conforme exemplificado na Tabela 1. As
superficies também sdo amplamente modificadas para
protecdo das nanoparticulas do sistema imune. Isto porque
nanoparticulas reconhecidas como corpos estranhos
sdo eliminadas pelo sistema fagocitdrio mononuclear,
prejudicando seu acimulo nas células e tecidos alvos, o
que consequentemente diminui sua eficdcia terapéutica.’

O reconhecimento das nanoparticulas ocorre através
de opsoninas, que podem ser imunoglobulinas, proteinas
do complemento ou receptores presentes na superficie de
macréfagos. Desse modo, as células fagociticas marcam

as nanoparticulas opsonizadas para captagado e eliminacao.
No entanto, materiais revestidos com uma camada externa
hidrofilica neutra ndo interagem com as opsoninas, gerando
particulas furtivas. Dessa forma, hd diminuicao da captacio
fagocitica e aumento do tempo de circulacdo sanguinea.™

Surfactantes como D-a-tocoferil polietilenoglicol 1000
succinato (TPGS), polietilenoglicol (PEG) e Tween 80
podem ser utilizados para proteger esses materiais do
sistema imune. Esse revestimento ainda pode ser utilizado
para aumentar a solubilidade dos materiais em dgua e para
ajudar os materiais a cruzarem as barreiras gastrointestinais
e hematoencefilicas.*®

No entanto, a PEGuilacdo pode impedir a absor¢do
dos nanocarreadores pelas células cancerigenas devido a
repulsdo eletrostética existente entre materiais carregados
negativamente e a membrana celular também carregada
negativamente. Por outro lado, carreadores positivos podem
facilitar a interacdo com a membrana e promover o escape
desses sistemas dos endossomos pelo efeito “esponja de
protons”, para evitar a degradag@o do farmaco nesse estagio.
No entanto, carreadores de drogas carregados positivamente
interagem fortemente com os componentes séricos, levando
a sua rapida eliminagdo da circulagdo sanguinea.*’

Para contornar esse problema, Feng er al. (2016)*
desenvolveram C-dots PEGuilados com carga negativa em
condi¢des fisioldgicas normais, mas que adquiriria carga
positiva no microambiente extracelular do tumor. Para
isso, os C-dots contendo grupos amino foram modificados

Tabela 1. Exemplos de modificagdes de superficie dos C-dots e das OMCNs

Material Modifica¢do Funcao Ref.
OMCNSs Poli(N-isopropilacrilamida) Termossensibilidade 35
C-dots Transferrina Direcionamento 36
OMCNSs Ciclico Arg-Gly-Asp (cRGD) Direcionamento 37
OMCNSs Acido félico Direcionamento 38
OMCNSs Llpos.somas hgfldos a Termossensibilidade 39
polietilenoglicol
OMCNS Polietilenoglicol Melhora da dispersao e 40
biocompatibilidade
. e Direcionamento
C-dots Aminoetil anisamida Liberacao responsiva a proteina-o. 41
Peptideos Asp-Ala-Thr-Gly-Pro-Ala de ativagdo de fibroblastos
. Melhora da biocompatibilidade
Heparina . . ~
C-dots - . Direcionamento e liberagido 42
Acido hialurénico . . . .
responsiva a enzima hialuronidase
Poli(epiclorohidrina) com grupos
OMCNSs cloro sub.sutuidos por 1m1dazol~ Liberagdo responsiva ao pH dcido 43
formando ligacdes de coordenacio
com fons célcio
. Liberacdo responsiva a GSH
OMCNSs Albumln.a (.10 Soro humano Melhora da dispersdo e 44
Polietilenoglicol . L
biocompatibilidade
C-dots Biotina Direcionamento 45
C-dots Peptideo sinal de localizacio nuclear Direcionamento ao nicleo 46
C-dots Anticorpo EpCAM Direcionamento 47
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com polimero anidnico com 4cido dimetilmaleico (PEG-
(PAH/DMMA)). Dessa forma, em condicdes fisiolgicas o
sistema possui carga negativa, evitando sua eliminagdo. No
entanto, nas condicdes dcidas do microambiente extracelular
tumoral, ocorre hidrélise do polimero e reexposi¢do dos
grupos amino, dotando o sistema de carga positiva e
permitindo sua maior internalizacao.

Além disso, no desenvolvimento de novos sistemas
de liberag¢do de farmacos € bastante imperativo elaborar
tratamentos anticancer com menos efeitos nocivos para os
pacientes, pois nesses casos € necessdria uma erradicacio
eficiente das células malignas, mas que danifique
minimamente os tecidos saudaveis. Os vasos sanguineos
tumorais apresentam anormalidades que levam a uma
permeabilidade vascular aumentada. Além disso, os vasos
linféticos estdo ausentes ou ndo funcionam no tumor, o que
leva a drenagem ineficiente do tecido tumoral. Dessa forma,
nanoparticulas podem extravasar e acumular-se no espaco
intersticial através do direcionamento passivo conhecido
como “Efeito de Permeabilidade e Retencdo Aprimoradas”,
porém com efeitos limitados.™

Dessa forma, € extremamente util fornecer a esses
sistemas a capacidade de distinguir as células cancerosas
das sauddveis. Uma estratégia que pode ser utilizada ¢
revestir a superficie dos materiais com moléculas capazes
de interagir seletivamente com receptores de superficie
propensos a endocitose expressos em maior quantidade pelas
células cancerosas (Figura 1). Dessa forma, o aumento da
internalizacdo celular desses sistemas serd responsavel pela
sua maior eficdcia antitumoral, em vez de um acdmulo no
local do tumor.™

Farmaco——»

Um dos receptores que podem ser utilizados € o
receptor de folato, que ¢ um marcador tumoral conhecido
que se liga ao 4cido félico, inclusive aos transportadores
revestidos com folato, e internaliza essas moléculas por
meio de endocitose mediada por receptor.’® Gao et al.
(2020)°" sintetizaram OMCNs revestidas com gelatina
funcionalizadas com &cido félico (AF) para o transporte
de paclitaxel visando o tratamento de cancer de figado. Os
resultados demonstraram que a conjugagao com AF permitiu
maior captagdo celular, em comparacdo com o material
sem o ligante de direcionamento, e que esta foi dependente
do tempo. Conforme esperado, a eficdcia antitumoral do
material conjugado com AF foi superior ao material ndo
conjugado e ao farmaco livre, sendo esta diferenca superior
ao dobro no ultimo caso.

JaLi et al. (2016)% utilizaram C-dots modificados com
transferrina para transportar doxorrubicina para as células
de tumores cerebrais por meio de endocitose mediada por
receptor. Isto € possivel porque os receptores de transferrina
sd0 expressos na barreira hematoencefélica e muitas vezes
sdo superexpressos pelas células desses tumores. Dessa
forma, os resultados do estudo comprovaram que ha maior
captagdo de doxorrubicina nesse sistema em comparacio
com a doxorrubicina livre.

No entanto, nem sempre € necessdrio inserir as
moléculas de direcionamento sobre a superficie do material,
pois ha relatos de sinteses em que residuos do precursor
encontrados no produto medeiam a endocitose do sistema.
Por exemplo, Zhan et al. (2015)* produziram OMCNs
utilizando glicose como fonte de carbono. A carbonizacio
incompleta fez com que residuos de glicose ficassem

<«—— Molécula de
direcionamento

T T<— Receptor
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Figura 1. Esquema representativo da endocitose mediada por receptor dos materiais revestidos com
moléculas de direcionamento. Autoria prépria (2022)
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retidos no material, permitindo sua internalizacdo por
células tumorais com captagdo de glicose e metabolismo
glicolitico mais ativos. Ja Wang et al. (2019)> produziram
OMCNSs cobertas com C-dots produzidos por polimerizagao,
utilizando 4cido hialurénico como um dos precursores.
A presenga de acido hialurdnico na estrutura dos C-dots
permite sua ligagdo aos receptores CD44 superexpresso em
vérias c€lulas cancerosas, dotando o sistema de capacidade
de direcionamento.

Outra estratégia interessante ¢ o direcionamento
desencadeado por microambiente extracelular tumoral
relatado por Feng et al. (2016).5* Nesse trabalho, foram
produzidos C-dots contendo o peptideo RGD como ligante
de direcionamento, que foram PEGuilados para aumentar
seu tempo de circulacio sanguinea e evitar a interagdo
da molécula de direcionamento com as células normais,
uma vez que os receptores correspondentes aos ligantes
também estdo presentes em células sauddveis, apesar de
em menor quantidade. Dessa forma, apds acimulo no
microambiente extracelular dcido do tumor, a ligagdo
benzdico-imina € hidrolisada, expondo o ligante de
direcionamento e permitindo maior captagado pelas células
cancerosas que superexpressam a integrina a,b;. Como
resultado, a nanoplataforma aumentou significativamente
a citotoxicidade para células MDA-MB-231 com alta
expressio de avB3, mas demonstrou baixa citotoxicidade
para células MCF-7 com baixa expressao.

4. Sistemas de Liberacdo de Farmacos
Responsivos a Estimulos

A liberacdo prematura de farmacos no organismo gera
efeitos colaterais e diminui¢do da eficicia da formulacao.
Uma forma de contornar tal problema € projetar materiais
que liberam o farmaco em resposta a estimulos internos
caracteristicos do local em que se deseja que o fairmaco seja
liberado ou em resposta a estimulos externos que podem ser
regulados de acordo com a necessidade terapéutica.

4.1 Liberagdo de farmacos responsiva a estimulos
endogenos

Os sistemas de liberacdo responsivos a estimulos internos
utilizam um ligante sensivel e/ou um agente de cobertura.
O ligante responsivo € capaz de quebrar, degradar ou sofrer
uma mudanca conformacional em resposta a determinado
estimulo. J4 os agentes de capeamento bloqueiam a entrada
dos poros e impedem o vazamento do fairmaco. Os estimulos
internos podem ser pH, potencial redox ou a presenca de
enzimas.*

Dessa forma, a variagdo de pH presente em tecidos
tumorais pode ser explorada na projecdo de sistemas de
liberag@o de formacos responsivos a estimulos internos, uma
vez que células cancerosas apresentam microambiente mais
dcido em comparacio com tecidos normais. Essa variagdo
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de pH ocorre devido ao efeito Warburg, que consiste no
aumento da glicélise e da atividade da bomba de prétons da
membrana plasmdtica das células tumorais. Dessa forma,
as c€lulas tumorais produzem mais acido latico do que as
células normais e liberam ainda mais o 4cido para o meio
extracelular.*

Por exemplo, Asgari ef al. (2020)* desenvolveram
OMCNs modificadas com poli(epiclorohidrina) e imidazol.
Com a adicdo de cdlcio hd formacdo de ligacdes de
coordenagdo entre o imidazol e os fons cdlcio, bloqueando
as aberturas do material. As ligagdes de coordenagdo sdao
sensiveis as variacdes de pH, uma vez que tanto os fons
de célcio quanto os prétons sdo dcidos de Lewis, ambos
competindo para interagir com grupos imidazol como
ligante basico. Como resultado, apds 92 h, a liberacdo de
doxorrubicina em pH 5,0 e 7,4 foi igual a 87% e 33%,
respectivamente.

Ja Garzaran et al. (2020)%7 desenvolveram dois
tipos de OMCNs funcionalizadas com um poliuretano
contendo uma porgdo terc-butiloxicarbonil como tampa de
extremidade, que fornece sensibilidade ao pH. Dessa forma,
em pH fisioldgico, o gatilho responsivo ao pH preserva
sua integridade. No entanto, em pH 4cido a unidade de
gatilho seria clivada, iniciando assim a desmontagem do
revestimento. Como consequéncia, os poros do material sdo
desbloqueados e a carga € liberada. Estudos de liberacao
foram feitos em pH 5,0 e 7,4 e os resultados demonstraram
que a liberacdo foi 4 e 5 vezes maior em pH 4cido.

Outra caracteristica que pode ser explorada no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos
responsivos a estimulos internos € o potencial redox,
devido as diferencas significativas na concentragio de
glutationa (GSH) entre os fluidos extracelulares (2-10 uM)
e intracelulares (10 mM). Somado a isso, células tumorais
apresentam concentracdo intracelular de GSH pelo menos
trés vezes maior quando comparadas com células normais.
Sendo assim, pode-se fixar moléculas na abertura dos
poros através de ligagdes dissulfeto, uma vez que elas sdo
estaveis no fluido extracelular, mas sdo quebradas no meio
intracelular contendo altas concentracdes de GSH.

Por exemplo, Zhao et al. (2020)* desenvolveram
OMCNSs contendo Cypate para bloquear as aberturas do
material por meio de ligagdes dissulfeto. Dessa forma,
em altas concentracdes de GSH as ligacdes dissulfeto sio
clivadas, permitindo a liberacdo de doxorrubicina. Além
disso, as condicdes dcidas intracelulares enfraqueceram
as interacdes eletrostaticas entre o material e o farmaco,
favorecendo a dessor¢@o da doxorrubicina. Cabe salientar
que o Cypate ainda aumenta as propriedades fototérmicas
do material quando este é submetido a irradiacdo de
infravermelho.

Os nanocarreadores ainda podem ser sensiveis a
enzimas presentes intracelularmente nas células cancerosas,
garantindo que ndo ocorra vazamento do fairmaco durante
a passagem do sistema pela circulacdo sanguinea. Por
exemplo, Duan et al. (2020)** desenvolveram C-dots
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funcionalizados com 4cido hialurdnico e heparina para o
transporte de doxorrubicina. Sendo assim, ap6s a endocitose
mediada por receptor, as enzimas hialuronidases presentes
intracelularmente degradam o dcido hialurdnico, permitindo
a liberagdo do farmaco. A liberagdo foi testada em pH 5,6
e 7,2 sem a presenca da enzima e foi demonstrado que
praticamente ndo houve liberacdo em 72 h. Por outro lado,
com a presenca de enzima e em pH 4cido a liberagdo foi
de 66%.

No entanto, o uso de OMCNs e C-dots como carreadores
responsivos a estimulos néo € restrito apenas ao tratamento
do cancer, pois eles também sdo amplamente estudados
para administragdo oral de medicamentos. Isso porque
essa via apresenta diversos beneficios, como facilidade
de administragdo, adesdo do paciente, viabilidade para
féormulas sélidas e entrega sustentada e controlavel.
Tendo isso em mente, o uso de carreadores que liberam
o farmaco no intestino € uma forma de contornar a baixa
biodisponibilidade associada a via oral, o que muitas
vezes restringe seu uso.” Para isso, € interessante utilizar
as variagdes de pH presentes no trato gastrointestinal para
diminuir o vazamento que ocorre durante a passagem do
farmaco. Como sabe-se, o estdbmago apresenta um meio
dcido, enquanto o intestino delgado, onde € desejavel
que ocorra a liberacdo do firmaco, apresenta um meio
ligeiramente alcalino.

Por exemplo, Sanchez etr al. (2015)% projetaram
OMCNSs para a administragdo oral do ibuprofeno, para
contornar sua baixa solubilidade e seus efeitos adversos.
Os materiais apresentaram resposta a variacao de pH, uma
vez que a liberacao do farmaco em pH 7,4 € cerca de quatro
vezes maior em comparacdo com a liberagdo em pH 2,
garantindo-se assim que a liberacdo do farmaco ocorrera
onde almeja-se.

Ja Shi et al. (2021)% utilizaram C-dots para administragdo
de citrato férrico de amonio, uma vez que ele possui baixa
biodisponibilidade e € fotoquimicamente sensivel, de facil
deliquescéncia e hidrdlise no ar. Os resultados demonstraram
que a liberagao foi maior no suco intestinal artificial e que
esta durou 110 h, garantindo-se uma liberacao sustentada.

Por dltimo, Goscianska er al. (2021)% utilizaram
OMCNSs para controlar a liberagdo de paracetamol.
Esse sistema pode modular com precisdo a liberagdo de
paracetamol em 24 h em um fluido géstrico simulado de
acordo com o modelo cinético de ordem zero, eliminando
completamente o pico inicial de liberacdo. Dessa forma,
aumenta-se a biodisponibilidade oral do paracetamol e
diminui-se a quantidade de farmaco ingerida diariamente,
reduzindo os efeitos colaterais do medicamento.

4.2. Liberagcdo de farmacos responsiva a estimulos
exogenos

As OMCNss sdo conhecidas por apresentarem capacidade
de conversdo fototérmica na regido do infravermelho
préximo, de comprimento de onda na faixa de 650-900 nm.
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As vantagens da luz infravermelha em relagdo as outras
é que ela pode penetrar profundamente nos tecidos e ¢
absorvida minimamente por estes. Dessa forma, quando
esses materiais sdo expostos a luz do infravermelho
préximo, ha liberacdo dos farmacos carregados. Além
disso, o calor gerado pode matar as células cancerosas sem
danificar as células sauddveis.'*%

Por exemplo, Zhang et al. (2020)** desenvolveram
OMCNs funcionalizadas com lipossomas ligado a
polietilenoglicol responsivos a luz do infravermelho préximo
para a liberacdo de doxorrubicina. O estudo demonstrou que
em 30 minutos a irradiacdo de infravermelho aumenta a
liberagdo de farmaco do sistema em 30% quando comparada
com a liberacdo sem irradiacdo. Além disso, a irradiacio
aumenta a temperatura das solu¢des contendo o material,
variando de 43,5 <€ a 58,8 °C, dependendo da concentragao.
Por fim, os estudos de viabilidade celular demonstraram que
o material contendo o farmaco irradiado com infravermelho
apresentou os melhores resultados, sugerindo sinergismo
entre quimioterapia e fototerapia.

Ademais, as OMCNs também podem ser utilizadas
para terapia fotodindmica, que consiste na reacdo de um
fotossensibilizador excitado com biomoléculas, transferindo
atomos de hidrogénio através do mecanismo radicalar.
Os radicais livres e os fons radicais gerados reagem com
o oxigénio, resultando na geracdo de espécies reativas de
oxigénio que oferecem citotoxicidade as células cancerosas.®

No trabalho de Panda et al. (2021)% foram desenvolvidas
OMCNs dopadas com nitrogénio, funcionalizadas com um
ligante a base de nitrobenzil fotoclivavel e revestidas com
um polimero PEG-PEI. O carbono mesoporoso converte a
luz do infravermelho préximo em ultravioleta, que € entdo
absorvida pelo portdo molecular fotossensivel, causando sua
clivagem e subsequente liberacéo da gencitabina. Também
ha conversdo da luz do infravermelho préximo em calor,
deformando o invélucro externo e liberando o farmaco.
Por tltimo, comprovou-se que o sistema produziu espécies
reativas de oxigénio devido ao efeito fotodinamico.

Outro estimulo externo que pode ser utilizado em
sistemas de liberacdo de farmacos € o campo magnético.
Este € ttil devido a possibilidade de orientagdo magnética
sob um campo magnético permanente ou um aumento de
temperatura em resposta a um campo magnético alternado,
criando diversas alternativas de aplicagcdo. A orientagdo
magnética € obtida através do uso de um campo magnético
extracorporeo no alvo biolégico, permitindo o melhor
acimulo do farmaco no local de interesse. J4 o aumento de
temperatura tem principalmente a finalidade de promover
o aquecimento localizado de tumores.®’

Por exemplo, Chen er al. (2018)* desenvolveram
OMCNSs impregnadas com nanoparticulas de Fe O, e
revestidas com poli (N-isopropilacrilamida). Os resultados
demonstraram que o material é superparamagnético, com
magnetizagdo de 10,15 emu/g a 20 kOe, podendo ser
utilizado para direcionamento magnético. Além disso, o
material demonstrou possuir bom potencial de hipertermia,
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tornando o sistema responsivo a temperatura através do uso
do polimero termossensivel.

5. Bioimageamento

Os C-dots sdo conhecidos pela sua fluorescéncia,
caracteristica que ¢ amplamente explorada em seu estudo
como sistema de liberacdo de farmacos, pois permite o
rastreamento da liberagdo, além de poder ser utilizada para
outros fins, como sondas fluorescentes. Ja as OMCNs nao
sdo dotadas de fluorescéncia, mas podem apresentar essa
caracteristica se forem modificadas com C-dots ou corantes.
No entanto, os carbonos mesoporosos ordenados podem gerar
imagens fotoacusticas, permitindo o rastreamento do material.

5.1. Imagem fotoacustica

A imagem fotoacustica € uma tecnologia que permite
a visualizacdo de tecidos relativamente profundos através
do uso de um laser pulsado como fonte de energia e ondas
ultrassdnicas como sinal. Quando o laser pulsado de alta
energia atinge a amostra, o pulso de luz € absorvido e
convertido em calor, aumentando a temperatura da amostra.
Esse aumento € responsavel pela expansdo termoeldstica,
que gera ondas ultrassdnicas que serdo detectadas por
sensores de ultrassom.®

Os nanomateriais com intensa absor¢do na regido do
infravermelho préximo s@o promissores para imagem
fotoactstica. Zhou et al. (2018)™ estudaram a geragdo de
imagens fotoactsticas por OMCNs, grafeno, nanobastdes
de ouro e nanotubos de parede tnica revestidos com DNA.
A amplitude fotoacustica das OMCNs foi de 1,2 a 2,1 vezes
maior em comparagdo com 0s outros materiais. Somado a
isso, o camundongo injetado com as nanoesferas mostrou

sinais fotoactusticos muito mais altos do que aqueles
injetados com os outros materiais.

JaWang et al. (2017)% produziram OMCNs e estudaram
sua aplicagdo para imagem fotoacustica em camundongos
portadores de tumor. Através da imagem fotoacustica,
observaram que o material que possuia o ligante de
direcionamento estava mais presente no interior das células
tumorais, uma vez que seu sinal fotoactstico era superior ao
do material sem o ligante de direcionamento. Além disso,
os sinais fotoactsticos diminuidos apds a administragdo das
nanoesferas sio indicativos da metabolizacdo e excrecio
gradual do material.

5.2. Fluorescéncia

Os C-dots luminescentes apresentam alta fotoestabilidade
contra fotodegradacdo e piscamento, espectros de
emissdo ajustdveis, baixo peso molecular, excelente
biocompatibilidade e baixa toxicidade. Dessa forma, eles
atendem os requisitos necessarios para serem utilizados
como agentes de imagem 6ptica (Figura 2).7

A emissdo fluorescente dos C-dots pode ser dependente
ou independente do comprimento de onda de excitacdo.
A emissdo dependente € ttil devido a possibilidade de
realizar maltiplas imagens em varios comprimentos de
onda de excitagdo, podendo revelar um perfil de emissdao
completo dos C-dots e identificar fluorescéncia interferente.
Por outro lado, a emissdo independente permite a selecio
de comprimento de onda especifico de emissdo sem a
necessidade de especificar o comprimento de onda de
excitagdo.”

Para bioimagem, C-dots emissores de azul sdo menos
adequados, uma vez que a fonte de excitaco teria que vir de
uma regido do espectro de luz de comprimento de onda menor,
como na regido do ultravioleta, o que pode ser prejudicial para

Biomagem

Figura 2. Esquema representativo do rastreamento da liberac@o do farmaco por
C-dots. Autoria propria (2022)
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os seres vivos. Além disso, materiais fluorescentes na regido
de comprimento de onda curto possuem menor capacidade
de penetracdo nos tecidos. Por outro lado, C-dots emissores
de vermelho podem fornecer fluorescéncia por meio do uso
de luz visivel como fonte de excitagio e podem penetrar mais
profundamente nos tecidos. Além disso, a autofluorescéncia
de amostras bioldgicas na regido vermelha do espectro de luz
€ menor, diminuindo interferéncias.”"’

E comum a dopagem desses materiais com oxigénio,
nitrogénio, enxofre ou outros elementos, pois isso provoca
mudangas nos niveis de energia da estrutura basica do
hidrocarboneto, podendo deslocar a emissao observada para
comprimentos de onda mais longos.”!

Wen et al. (2020)™ utilizaram o tratamento hidrotérmico
de metil-pB-ciclodextrina e azul de metileno para produzir
C-dots dopados com nitrogénio e enxofre e fluorescéncia
laranja. Foi demonstrado que a intensidade de fluorescéncia
é estavel em uma ampla faixa de pH e nenhum sinal de
fotobranqueamento foi encontrado. Dessa forma, o material
pode servir como um nanocarreador para o transporte de
mitoxantrona para tumores, combinando rastreamento e
tratamento. Ademais, a intensidade de fluorescéncia dos
C-dots é significativamente diminuida a medida que o folato
aumenta, dessa forma, eles podem ser utilizados como sondas
fluorescentes para detectar quantitativamente o folato.

Os C-dots também podem ser adicionados a outros
materiais para possibilitar o rastreamento da liberacdo do
farmaco. Por exemplo, Wang et al. (2019)** produziram
OMCNS e introduziram C-dots nestes materiais através de
ligagdes dissulfeto. Nesse sistema, os C-dots promovem a
endocitose mediada por receptor e bloqueiam a abertura
dos poros para evitar o vazamento do farmaco. Além disso,
a fluorescéncia dos C-dots € extinta ao se ligar ao material
e ¢ restaurada quando eles se separam. Sendo assim, no
interior das células os C-dots serdo separados das OMCNs
pela a¢do da enzima hialuronidase e pelo GSH, liberando o
farmaco e restaurando sua fluorescéncia simultaneamente,
0 que permite o rastreamento da liberagdo.

(A) Ochina 18
B Coréia do Sul 1
R India 1_5
HEUA 3
BTaiwan
& Brasil 8

4q

1 1 1 Hl 1 n 11
| .| n 1] A [N 1=

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

No entanto, outros marcadores fluorescentes podem ser
utilizados para permitir aimagem de sistemas de liberag¢do
de farmacos baseados em OMCN:Ss. Para isso Kapri et al.
(2018)™ utilizaram o iodeto de propidio, um corante que
é internalizado pelas células somente quando conjugado a
nanocarreadores, situagdo em que néo emite fluorescéncia.
No entanto, dentro do microambiente celular, as moléculas
do corante sdo extraidas dos poros do material, devido a
sua maior afinidade pelos dcidos nucleicos, recuperando
sua fluorescéncia. Dessa forma, € possivel a geracdo de
imagens e deteccio das organelas celulares marcadas com
corante.

6. Protecao Patentaria de C-dots e OMCNs
para Fins Biomédicos

A protecdo por meio de patentes € uma das fases
fundamentais da inovagdo farmacéutica. A concessdo de
uma patente garante a um titular o direito de exploracio
exclusiva de uma tecnologia por um determinado periodo.
Por meio de uma busca preliminar e ndo exaustiva em
base de dados de patentes (PatBase, EspaceNet e INPI),
e utilizando termos como “carbon dots” e “ordered
mesoporous carbon”, foram encontrados 77 documentos
patentdrios depositados e/ou concedidos dentre 2013 e
2022. As universidades, hospitais e institutos de pesquisa
sdo os motores desse processo, sendo responsaveis por
72 depésitos e apenas 4 de empresas chinesas de nano e
biotecnologia.

O ndmero de pedidos de patentes C-dots e OMCNs
aumentou consideravelmente entre 2013 e 2022,
principalmente na China (Figura 3 - A). A maior parte
desses esfor¢cos concentram-se em torno de C-dots, mas
desde 2016 as OMCNs tém sido alvo de depdsitos de
patentes chineses. Paises como Coréia do Sul, india,
Estados Unidos, Brasil e Taiwan também figuram entre os
detentores de patentes de C-dots e OMCNs (Figura 3 - A

Brasil Il B C-dots
Taiwan I 1 0 OMCNs
eva |1
india 2
Coréia do Sul . 3
China 59

Figura 3. A (esquerda) - Distribui¢do anual (2013-2022), por pais, do total de pedidos de patentes de nanossistemas contendo C-dots e/ou OMCNs.
B (direita) - Distribuicio de pedidos de patentes por pafs e tipo de nanossistema (C-dots e OMCNSs). Autoria préopria (2022)
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e B). A patente brasileira, trata especificamente de C-dots
ligados a anfotericina-B para o tratamento de infecgdes
fungicas, bacterianas e parasitdrias, sendo um esforgo
conjunto entre a Universidade de Brasilia e uma empresa
do ramo de nanobiotecnologia.

A China parece demonstrar interesse especial em
materiais nanoestruturados a base de carbono, pois
apresenta forte tendéncia de crescimento no nimero de
pedidos de patentes ao longo da tdltima década. Dentre
as possiveis explicagdes para a diferenca de depdsitos
de pedidos de patentes e patentes concedidas na China
em relacdo aos demais paises pode-se citar o nimero
de universidades, investimento em pesquisa e o grande
nimero de trabalhos cientificos chineses na drea de
nanoteranosticos.

Um fator marcante da protecdo intelectual chinesa em
torno desses materiais € a elevada concentragio de pedidos
de patentes sobre C-dots e um pequeno nuimero sobre
OMCNs (Figura 3 - B). A maior parte das reivindicagdes
estd ligada ao tratamento e diagndstico de tumores, porém,
ha uma versatilidade de usos nos pedidos de patentes que
incluem carreamento de firmacos antimicrobianos para
diferentes finalidades, deteccdo de marcadores de doengas
neurodegenerativas, nanossondas fluorescentes de estruturas
celulares, aplicacio em feridas cutineas e oftdlmicas e efeito
trombolitico (ver Material Suplementar — Tabela S3).

7. Conclusao

Nesta revisdo resumimos os principais avangos no uso
de OMCNs e dos C-dots como sistemas de liberagdo de
farmacos. A grande drea superficial, o alto volume de poros
e estrutura porosa ajustavel dotam as OMCNs de grande
potencial como carreadores de farmacos. Além disso, elas
também podem ser utilizadas para promover a fototerapia
de tumores, aumentando a eficidcia do tratamento através
do sinergismo com quimioterapia. A incorporagio
de agentes de contraste ou C-dots na estrutura desses
materiais amplia os horizontes de utilizacdo em bioimagem
por fluorescéncia, além do seu potencial imageamento
fotoacustico. Ja os C-dots s@o estaveis, biocompativeis
e capazes de carrear farmacos na superficie, tornando-se
nanodispositivos atraentes para utiliza¢ao simultanea como
sondas fluorescentes e agentes terapéuticos. Modificacdes
de superficie com moléculas de direcionamento em ambos
os materiais podem conduzi-los para alvos especificos
no corpo humano, diminuindo os efeitos colaterais e
aumentando a eficdcia do tratamento. A responsividade
desses materiais a estimulos endégenos ou exdgenos gera
maior controle sobre a sua agdo no organismo, aumentando
ainda mais sua eficdcia e seguranca. A reunido dessas
propriedades explica o crescente interesse da comunidade
cientifica, e até mesmo de corporacdes privadas, sobre tais
sistemas, vide o aumento no nimero depésitos de patentes
ao longo da ultima década.
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