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RESUMO

A identificagdo precoce e o tratamento seletivo de tumores representam desafios criticos
na oncologia contemporanea, uma vez que as modalidades diagndsticas e terapéuticas
convencionais frequentemente esbarram em limitagdes de sensibilidade e toxicidade sistémica
ndo-alvo. Nesse cenario, o emprego de nanoparticulas de carbono (Carbon Dots, CDs) obtidas
por rotas de sintese verdes surge como uma alternativa promissora ¢ fortemente sinérgica para
a Fisica Médica. Este trabalho consiste em uma revisao bibliografica com o objetivo de analisar
criticamente o potencial dessas nanoplataformas para aplicacdes terandsticas e sua
conformidade com os preceitos de seguranca radiologica. Por meio de um levantamento da
literatura cientifica recente, discute-se como as propriedades fisicas e opticas diferenciadas dos
CDs viabilizam o diagnostico por bioimagem fluorescente de alta resolucdo e orientam
abordagens terapéuticas localizadas, tais como a terapia fotodindmica (PDT) e a terapia
fototérmica (PTT). Evidencia-se que a sintese ecoldgica baseada em precursores naturais
confere excelente biocompatibilidade e controle de tamanho nanométrico. Essa escala
geométrica favorece o direcionamento passivo tumoral por meio de efeitos de permeabilidade
e retengdo aprimorados (EPR) e garante uma clivagem renal eficiente, mitigando os riscos de
bioacumulagdo sistémica prolongada. Adicionalmente, aborda-se o potencial de dopagem
estrutural para deslocar a resposta luminescente dos materiais rumo as janelas terapéuticas do
infravermelho proximo (NIR I e NIR II), otimizando a penetracao tecidual profunda com menor
dose de excitacdo luminosa. Sob a Optica da protecdo radiologica, conclui-se que o
desenvolvimento racional dessas estruturas se alinha diretamente ao principio da exposi¢ado a
radia¢do no menor nivel possivel (ALARA, “as low as reasonably achievable”), ao viabilizar o
monitoramento Optico em tempo real e os tratamentos sensiveis ao microambiente maligno,
abrindo caminhos para mitigar a dependéncia de exames puramente baseados em radiagdo
ionizante, embora a transi¢do definitiva para a rotina clinica ainda demande uma compreensao

sistematica de sua farmacocinética e biodistribuicao.

Palavras-chave: Pontos de Carbono; Sintese Verde; Nanoteranostica; Fisica Médica; Efeito

EPR; Bioimagem.



ABSTRACT

Early identification and selective treatment of tumors represent critical challenges in
contemporary oncology, since conventional diagnostic and therapeutic modalities frequently
have limited sensitivity and cause non-target systemic toxicity. In this context, the use of carbon
nanoparticles (Carbon Dots, CDs) obtained via green synthesis routes emerges as a promising
alternative and is strongly synergistic with medical physics. This work presents a literature
review that critically analyzes the potential of these nanoplatforms for theranostic applications
and their compliance with radiological safety principles. Through a survey of recent scientific
literature, it discusses how the distinctive physical and optical properties of CDs enable high-
resolution fluorescent bioimaging for diagnosis and guide localized therapeutic approaches,
such as photodynamic therapy (PDT) and photothermal therapy (PTT). It is evident that
ecological synthesis based on natural precursors confers excellent biocompatibility and
nanometric size control. This geometric scale favors passive tumor targeting via the enhanced
permeability and retention (EPR) effect and ensures efficient renal clearance, thereby mitigating
the risk of prolonged systemic bioaccumulation. Additionally, the potential for structural
doping to shift the luminescent response of the materials toward the therapeutic windows of the
near infrared (NIR I and NIR II) is addressed, optimizing deep tissue penetration with a lower
dose of light excitation. From a radiation protection perspective, it is concluded that the rational
development of these structures aligns directly with the principle of radiation exposure as low
as reasonably achievable (ALARA), enabling real-time optical monitoring and treatments
sensitive to the malignant microenvironment, paving the way to mitigate dependence on purely
1onizing radiation based examinations, although the definitive transition to clinical routine still

requires a systematic understanding of their pharmacokinetics and biodistribution.

Keywords: Carbon Dots; Green Synthesis; Nanotheranostics; Medical Physics; EPR Effect;

Bioimaging.
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1. INTRODUCAO

A identificacdo precoce de tumores ¢ um pilar crucial para aumentar as taxas de sobrevivéncia
dos pacientes. Contudo, as ferramentas de diagnostico por imagem e 0s exames convencionais
atualmente utilizados apresentam severas limitagdes de sensibilidade, falhando em fornecer
analises suficientemente robustas nas fases iniciais da doenca [1]. No campo terapéutico, as
intervengoes tradicionais, como a quimioterapia convencional, frequentemente esbarram na
falta de especificidade, o que resulta em danos severos aos tecidos saudaveis devido a
toxicidade sistémica [2-3]. Diante dessas limitagdes, a oncologia demanda novas alternativas

capazes de combinar alta seletividade tumoral e eficacia clinica.

Nesse cenario de busca por inovagdo, a nanotecnologia surge como um campo em plena
expansao, com forte sinergia com a Fisica Médica. Sistemas em escala nanométrica exibem
particularidades Opticas, eletronicas e fisicas diferenciadas que abrem novos caminhos para
superar as limitagdes intrinsecas dos métodos terapéuticos e diagndsticos convencionais [1],
[2,4]. Devido as suas dimensdes reduzidas, essas estruturas conseguem transitar pelo organismo
e se concentrar preferencialmente na regido tumoral. Essa retengdo seletiva viabiliza o
desenvolvimento de ensaios diagnosticos e de tratamentos significativamente mais eficazes e

direcionados [1,3].

O éapice dessa evolucdo reside na abordagem teranodstica, uma vertente inovadora que integra,
simultaneamente e em uma Unica plataforma, as fun¢des de deteccdo e de terapia; além disso,
dentre os materiais investigados para essa finalidade, as nanoparticulas de carbono vém
ganhando protagonismo na literatura cientifica [1-2]. Essa classe recente de nanomateriais
desperta o interesse da comunidade académica por aliar caracteristicas fisicas e mecanicas
singulares a uma excelente tolerancia bioldgica, caracterizada por alta biocompatibilidade e

baixa agressividade as células sadias [2-3].

Do ponto de vista fisico e de imagem, os CDs funcionam como agentes de forte luminescéncia
e de alta estabilidade frente a radia¢do luminosa, permitindo o mapeamento de células tumorais
com alta resolucdo por meio de bioimagem fluorescente [2,4]. Adicionalmente, quando
submetidas a modificac¢des estruturais ou a dopagem com ions metalicos, essas nanoparticulas
atuam como excelentes agentes de contraste, potencializando a qualidade dos exames de

fluorescéncia e de ressonancia magnética [3].
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Simultaneamente, a versatilidade dos pontos de carbono permite sua aplicagdo em multiplas
frentes terapéuticas. Eles podem atuar como transportadores em nanoescala para a entrega
controlada de medicamentos e de genes diretamente ao alvo, minimizando os efeitos colaterais
no corpo. Além disso, destacam-se na fototerapia oncoldgica por meio da agdo combinada da
terapia fotodinamica (PDT) e da fototérmica (PTT); quando estimulados, os CDs promovem a
destrui¢do localizada do tumor por meio da liberagdo de calor e da inducao de estresse oxidativo
por espécies reativas de oxigénio (ROS) [2,3]. Assim, ao unificar 0 monitoramento espacial
preciso e o tratamento localizado, essas estruturas consolidam-se como uma ferramenta de
ponta para a evolucdo da nanoterandstica. Enquanto os tratamentos oncologicos convencionais
atingem as estruturas celulares de forma indiscriminada, os Carbon Dots podem ser
quimicamente modificados em sua superficie para reconhecer e colonizar preferencialmente o

tecido tumoral [5].

Essa bioacumulacgio seletiva baseia-se primordialmente no efeito de permeabilidade e retengao
aumentadas (EPR), um fendmeno vascular que favorece a passagem e o aprisionamento de
estruturas em escala nanométrica na regido tumoral, além de respostas especificas as variagdes
biologicas do microambiente maligno. Ao atuarem como nanotransportadores inteligentes que
exploram essas propriedades fisico-quimicas, os pontos de carbono viabilizam a deposi¢do de
energia e a libera¢do de farmacos com alta sensibilidade espacial, estabelecendo um controle

rigoroso na modulacdo das doses terapéuticas e mitigando a exposi¢ao dos tecidos sadios [5].

No ambito do desenvolvimento de nanomateriais ecologicos, o conceito de sintese verde
fundamenta-se na utilizacdo de precursores naturais e renovaveis, como frutas, vegetais,
biomassa e subprodutos organicos, operando segundo os principios da quimica verde [6].
Diferentemente das abordagens fisicas ou quimicas intensas de "cima para baixo" (fop-down),
a engenharia de pontos de carbono verdes adota predominantemente estratégias de "baixo para

cima" (bottom-up) devido a sua simplicidade operacional, baixo custo e seguranga ecoldgica

[6].

Entre as diferentes estratégias, o tratamento hidrotérmico consolida-se como a metodologia
mais utilizada e favoravel, caracterizada pela reag@o térmica de matérias-primas bioldgicas em
meio aquoso, no interior de autoclaves [6]. Esse processo ndo apenas se destaca pela eficiéncia
energética e pela simplicidade experimental, mas também confere grande versatilidade a

plataforma, permitindo converter uma ampla gama de precursores acessiveis em nanoparticulas
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com alta biocompatibilidade e propriedades Opticas extraordinarias para aplicagdes biomédicas

[6].

Apesar do vasto potencial biomédico das nanoplataformas, a transigdo para a rotina clinica
exige uma andlise rigorosa de seus perfis de seguranga, uma vez que os pontos quanticos
semicondutores convencionais frequentemente exibem alta toxicidade e retengdo prolongada
em sistemas bioldgicos [7]. Nesse cendrio, os pontos de carbono surgem como uma alternativa
promissora em virtude de sua biocompatibilidade superior; contudo, a literatura cientifica
adverte que sua baixa toxicidade ndo deve ser considerada universal, pois depende
intrinsecamente de fatores como as estratégias de sintese ¢ as modificagdes fisico-quimicas de
sua superficie [7]. Sob a optica da Fisica Médica e da protecdo radioldgica, a engenharia
racional dessas nanoparticulas, especialmente quando obtidas por rotas de sintese verdes a base
de biomassa natural, alinha-se diretamente ao principio ALARA (“As Low As Reasonably
Achievable”). Ao atuarem como sistemas teranosticos de alta precisdo e sensiveis a estimulos
locais, essas estruturas viabilizam o monitoramento Optico em tempo real e a entrega
direcionada de compostos ao sitio tumoral, o que potencializa a eficicia do mapeamento
biologico, reduz a toxicidade fora do alvo e abre caminhos para otimizar ou mitigar a

dependéncia de exames complementares puramente baseados em radiagdo ionizante [7].

Dessa forma, o emprego dos pontos de carbono por meio de sintese verde consolida-se como o
grande diferencial para a viabilizagdo pratica desses sistemas teranosticos na Fisica Médica,
unindo sustentabilidade a propriedades fisicas otimizadas. A vantagem dessa abordagem reside
na obten¢do de um tamanho nanométrico ideal, que viabiliza o direcionamento passivo a
tumores por meio do efeito de permeabilidade e retengdo aprimorado (EPR), aproveitando a
vascularizagdo desorganizada e a auséncia de drenagem linfatica eficiente do microambiente
maligno [8]. Simultaneamente, a manuten¢ao de um didmetro hidrodindmico reduzido assegura
uma clivagem renal eficiente, fator critico para a seguranca bioldgica, pois minimiza o tempo
de residéncia do agente no organismo e reduz significativamente o risco de bioacumulagdo
prolongada [4,9]. Sob a perspectiva do diagnostico e do suporte terapéutico, o potencial de
dopagem estrutural desses nanomateriais permite deslocar sua resposta Optica para as janelas
terapéuticas do infravermelho proximo (NIR I e NIR II) [9]. Essa sintonia espectral reduz a
atenuagdo e o espalhamento de fotons nos tecidos biologicos, permitindo obter imagens
profundas com alta resolugdo a partir de menor dose de excitagao luminosa, livres de ruido de

autofluorescéncia [9,10]. Ao aliar essa excelente biocompatibilidade intrinseca a dupla
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capacidade de atuar no mapeamento tumoral e na inducdo localizada de estresse oxidativo por
meio de espécies reativas de oxigénio (ROS), os pontos de carbono verdes oferecem uma
plataforma multifuncional de alta precisdo para guiar terapias fotodinamicas (PDT) e
fototérmicas (PTT) [4,9,10]. Embora o progresso cientifico atual seja promissor, a transi¢ao
definitiva para a rotina clinica ainda demanda uma compreensdo sistematica de sua
farmacocinética e biodistribui¢do [10]. Diante disso, o presente Trabalho de Conclusdo de
Curso justifica-se pela necessidade de mapear criticamente essas propriedades fisicas e
bioldgicas, estabelecendo os critérios fundamentais para que o uso de nanoparticulas
sustentaveis redefina os limites da seguranca e da eficicia na medicina terandstica

contemporanea.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar, por meio de revisao bibliografica, as aplicagdes em Fisica Médica de nanoparticulas
de carbono obtidas por sintese verde, analisando seu potencial na nanotecnologia teranostica e

sua conformidade com os requisitos de seguranga radiologica.
2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o uso de nanoparticulas de carbono (Carbon Dots, CDs) como agentes
terandsticos para o monitoramento em tempo real de tecidos tumorais e para a entrega
direcionada de farmacos.

e Investigar, por meio de revisdo bibliografica, os diferentes processos de sintese verde e
as propriedades fotofisicas dos CDs reportados no diagnostico e na terapia oncologica.

e Analisar as propriedades de fotoluminescéncia (PL) e de fotoestabilidade dos CDs,
especialmente na janela terapéutica biologica (NIR), para exames de bioimagem de alta
resolucao.

e Explicar o mecanismo de direcionamento passivo (efeito EPR) decorrente do tamanho
nanomeétrico para o0 monitoramento de tumores malignos.

e Analisar o uso de CDs em aplicagdes em nanotecnologia teranostica, € comparar com

os resultados reportados usando outros tipos de nanoparticulas.
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3. METODOLOGIA

Este trabalho consistiu em uma revisao bibliografica sistematica voltada a busca e analise de

produgdes cientificas sobre o emprego de nanoparticulas de carbono (CDs) em Fisica Médica,

com énfase em nanotecnologia teranostica e prote¢do radiologica.

A estratégia de andlise do material coletado fundamentou-se em trés eixos principais:

Mecanismos de sintese e propriedades fotofisicas: Foram avaliados os processos de
obtencdo de CDs aplicados a area da Fisica Médica, em especial a rota bottom-up
hidrotérmica em meio aquoso, a partir de precursores de biomassa, para garantir a
pureza e a biocompatibilidade do material. Este método permite o controle rigoroso do
didmetro hidrodindmico das particulas, essencial para assegurar a clivagem renal
eficiente e evitar o acimulo sist€émico em 6rgaos criticos. Além disso, a capacidade de
dopagem intrinseca desta sintese otimiza o rendimento quantico de fluorescéncia
(FQY), possibilitando a obten¢do de diagnosticos por imagem de alta resolu¢do com a
redug¢do da dose de excitagdo luminosa necessaria, alinhando-se aos protocolos de
seguranca ¢ eficacia clinica. As caracterizagdes fotofisicas das propriedades de
fotoluminescéncia (PL) foram avaliadas, com énfase nos pardmetros de rendimento
quantico (FQY) e de estabilidade optica, bem como no tamanho nanométrico, para
garantir o mecanismo de direcionamento passivo (EPR) e a eficiéncia da clivagem renal.
Avaliacio em bioimagens e terapias: Investigou-se o emprego de CDs funcionais
obtidos por meio de sintese verde como plataformas de monitoramento optico continuo
e agentes terapéuticos localizados, analisando seu papel como alternativas
biocompativeis e de baixa toxicidade, capazes de mitigar a dependéncia de exames
puramente baseados em radia¢des ionizantes.

Analise comparativa de biossegurang¢a: Realizou-se um levantamento comparativo
das propriedades fotofisicas e dos perfis de toxicidade dos pontos de carbono, em
relagdo aos resultados reportados na literatura para outras classes de nanoparticulas

convencionais.
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4. FUNDAMENTACAO DAS NANOPARTICULAS DE CARBONO: HISTORICO E
PROPRIEDADES FOTOFIiSICAS

4.1 Historico e Descoberta das Nanoparticulas de Carbono (CDs)

O registro inicial do isolamento de nanoestruturas de carbono baseadas em pontos (Carbon
Dots, CDs) ocorreu de forma imprevista em 2004, durante experimentos coordenados por Xu
et al. (2004) voltados a purificagdao de nanotubos de carbono de parede simples. Ao submeter o
residuo carbonaceo bruto gerado na sintese a um processo de fracionamento por migragao
elétrica, utilizando suporte de agarose e matriz vitrea, a equipe identificou trés perfis distintos
de subprodutos [11,12]. A fragdo que apresentou a maior mobilidade eletroforética revelou uma
assinatura Optica singular: uma emissdo luminescente intensa quando exposta a um estimulo
ultravioleta na faixa de 365 nm [12]. Exames de caracterizagao quimica por dispersao de raios-
X (EDX) confirmaram a auséncia de componentes metalicos na estrutura, revelando uma
organizacdo molecular elementar formada puramente por Carbono (53,93%), Oxigénio
(40,33%), Hidrogénio (2,56%) e Nitrogénio (1,20%), o que indicava um cenario promissor

quanto a biosseguranca do material [11].

A legitimacao do termo “carbon dots” e o direcionamento para o ecossistema biologico foram
consolidados em 2006 por [13]. O proposito do grupo consistia em obter uma alternativa viavel
as nanoparticulas e aos nanofios de silicio, com foco em agentes hidrossoltveis e aplicaveis ao
imageamento celular em meios fisiologicos [13]. A partir deste marco, as pesquisas
internacionais se intensificaram, embora a pluralidade de nomenclaturas na literatura ainda
suscite debates sobre a classificagdo exata dessas nanoestruturas [11]. Sob a 6ptica morfoldgica,
os CDs compreendem dimensdes entre 2 e 10 nm, caracterizados por uma arquitetura
predominantemente amorfa, nicleo com estados de hibridizagao sp? e sp?, € uma periferia rica
em grupos funcionais organicos. Quanto ao comportamento optico, a resposta nativa dos CDs
concentra-se majoritariamente na regido espectral do azul, embora, conforme o grau de
funcionalizacdo e dopagem, a emissdo possa ser deslocada para a faixa do infravermelho

proximo (8001600 nm) [11,14].

Entre 2004 e 2008, o esforco cientifico concentrou-se na modelagem e na compreensdo dos
atributos  fisico-quimicos fundamentais das particulas, incluindo sua estabilidade,

condutividade e perfil ndo téxico [14]. Constatou-se que a luminescéncia do ntcleo de carbono

17



isolado necessitava de ancoragem de cadeias organicas — processo denominado passivagdo de
superficie, frequentemente realizado com derivados de polietilenoglicol — e de dopagem
molecular estrutural para elevar o rendimento quantico de fluorescéncia (FQY) [11,14]. Ensaios
desse mesmo periodo revelaram a capacidade de resposta dos CDs frente a fendmenos de
absor¢ao multifotonica na faixa do infravermelho proximo (NIR) e o controle dimensional por

meio da pirélise de precursores citratados [14].

A transi¢do para protocolos de sintese simplificados em etapa unica (one-pot), incluindo rotas
hidrotermais, solvotermais e térmicas assistidas por radiacdo de micro-ondas, dominou a
literatura entre 2009 e 2015 [11,14]. Esse refinamento quimico culminou no primeiro ensaio
documentado de bioimagem in vivo com pontos de carbono, estabelecendo o potencial do
material para exames diagnésticos de alta fotoestabilidade no campo biomédico, além de
viabilizar a construgdo de sensores luminescentes para deteccdo de metais e de matrizes
optoeletronicas [11,14]. Posteriormente, no periodo de 2016 a 2020, o escopo das pesquisas
expandiu-se para o desenvolvimento de tintas fluorescentes biocompativeis e para o
deslocamento da emissdo Optica para os comprimentos de onda do vermelho distante e do
infravermelho proéximo, otimizando o monitoramento de organelas celulares em tempo real
[14]. Investigaram-se também dindmicas de luminescéncia em modo triplo e a integragdo de
particulas em matrizes poliméricas para fins de sensoriamento quimico e de sistemas de

seguranca [14].

Por fim, o panorama cientifico, compreendido a partir de 2021, reflete o alinhamento da
nanotecnologia as premissas ecologicas de sustentabilidade [14]. O foco contemporaneo
prioriza a sintese verde hidrotérmica alimentada por residuos de biomassa, como derivados de
cascas de frutas, leguminosas e castanhas, gerando plataformas teranodsticas cujos rendimentos
quanticos (FQY) e propriedades Opticas finais estdo diretamente vinculados a composi¢ado
molecular e a origem ecologica da matéria-prima vegetal utilizada [11,14]. O crescimento
exponencial do interesse cientifico nos pontos de carbono para aplicagdes em terandstica
oncologica pode ser evidenciado pela evolugdo anual do nimero de publicagdes indexadas na

base de dados Web of Science, conforme representado na Figura 1 [15].
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Figura 1 — Evolugdo anual do nimero de publicagdes cientificas relacionadas a aplicagdo de pontos de carbono
em bioimagem e em terandstica do cancer, indexadas na base de dados Web of Science Core Collection (2010—

2026). Fonte: Adaptado de Yan et al. (2026) [15].

4.2 Pontos de Carbono de Sintese Verde

Os pontos de carbono de sintese verde, denominados “green carbon dots” (CDs verdes),
constituem uma subclasse especifica dos CDs, definida pelo emprego exclusivo de precursores
de origem bioldgica renovavel como fonte de carbono na producao das nanoparticulas [16,17].
Os CDs, por sua vez, sao nanoparticulas fluorescentes de dimensao zero (0D), com diametros
tipicamente entre 1 e 10 nandmetros, compostas essencialmente por carbono, oxigénio,
nitrogénio e hidrogénio, e que apresentam como propriedade central a fotoluminescéncia (PL),
isto ¢, a capacidade de absorver energia luminosa e reemiti-la em um comprimento de onda
caracteristico [18,19]. Ao contrario dos pontos quanticos semicondutores convencionais a base
de metais pesados, como o cddmio e o chumbo, os CDs ndo apresentam toxicidade sistémica
cronica documentada e sdo biodegradaveis, o que os posiciona como alternativas

nanofluorescentes mais seguras para aplicagdes biomédicas [17].

Os CDs verdes sao sintetizados predominantemente por abordagens bottom-up, em especial
pela rota hidrotermal, na qual a biomassa precursora ¢ submetida a carboniza¢do em meio
aquoso, a temperaturas de 100 a 300 °C, em autoclave fechada, produzindo nanoparticulas com

superficies ricas em grupos funcionais hidrofilicos (-COOH, -OH e —NH:) que conferem
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dispersibilidade aquosa, biocompatibilidade e pontos de ancoragem para funcionaliza¢do

biomédica [16,18]. A fonte precursora pode ser composta por pequenas moléculas de origem

natural, como acidos organicos, aminoacidos e carboidratos, ou por residuos de biomassa

diretamente, como cascas de frutas, sucos vegetais, extratos de plantas medicinais e

subprodutos alimentares, o que torna a sintese sustentavel, de baixo custo e livre de reagentes

toxicos [17,19].

A Figura 2 apresenta uma linha do tempo (Timeline dos CDs) com alguns dos principais marcos

no desenvolvimento dos CDs verdes para aplicagdes em nanotecnologia teranostica. As

informagdes incluem desde o primeiro relato histérico de CDs a partir de um precursor natural,

em 2007, até os sistemas mais avancados descritos na literatura atual. Cada evento representa

um avancgo técnico relevante em termos de modalidade diagnoéstica, eficacia terapéutica ou

método de sintese, sendo os dados de tamanho indicados como referéncia morfologica para

cada sistema. A Tabela 1 apresenta informag¢des complementares sobre os precursores,

tamanhos das nanoparticulas, dopagens, métodos de sintese, aplicagdes e mecanismos de acao

dos CDs [11,16-26].
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Tabela 1: Precursores, tamanhos das nanoparticulas, dopagens, métodos de sintese, aplicagdes em bioimagens e

diagnosticos, e mecanismos de acdo dos CDs.

Ano Nome/ Tamanho | Dopagem | Método de Aplicacio Mecanismo de aciao
Precursor (nm) sintese
2007* | CDs de fuligem | 10-45 O (oxidag@o | Top-Down Bioimagem celular | Fragmentacdo de fuligem
[21] de vela por HNO:s) (refluxo  em | multicolorida, de vela (cera = biomassa
(Candle soot acido nitrico) primeiro relato de | natural) por 4cido; CDs
CDs) CDs de biomassa | hidrofilicos com grupos —
natural. OH e —-COOH; emissao
Marco historico multicolorida dependente
de Aex.
2012 | CDs de suco de | ~2-5 N,O Hidrotermal Diagnéstico Emissao fluorescente
[22] laranja (intrinseco da Bioimagem celular, | dependente  de  Aex;
fruta) primeiro, CDs de | marcagdo de células
fruta via sintese | vivas.
verde.
2014 | CDs de leite | ~3-7 N, O | Hidrotermal Diagnéstico Entrega | Fluorescéncia para
[23] bovino (proteinas do rastreamento;  liberacdo
(Milk-CDs) leite) Bioimagem e entrega | de DOX em pH 5,0 com
de DOX. localizagdo nuclear
seletiva em  células
cancerigenas.
2016 | N-CDs (acido | ~2,6 N (PED) Hidrotermal Diagnéstico Superficie cationica (PEI)
[24] citrico + PEI) Bioimagem nuclear | facilita a  penetragdo
em tempo real e | nuclear e a transposi¢do
travessia da BBB in | da barreira
vitro. hematoencefalica in vitro;
bioimagem de glioma.
2016 | FA-CDs ~4-8 N, O (acido | Hidrotermal Diagnéstico O precursor de 4cido
[25] (CDs derivados folico) Bioimagem folico confere afinidade
de acido fdlico) direcionada ao | intrinseca ao FR;
receptor de folato | endocitose mediada por
(FR) receptor; seletividade
autodirecionamento entre HeLa (FR+) e NIH-
sem agente externo. 3T3 (FR-) confirmada em
mistura celular.
2017 | N,S-CDs  co- | ~3-8 N + S (co- | Hidrotermal Diagnéstico PTT S elimina estados
[26] dopados dopagem) superficiais de O e
(acido citrico + Bioimagem NIR e | estabiliza estados de N; a
L-cisteina) fototerapia de maior | codopagem sinérgica
FQY documentada | elevao FQY de 5,3% para
para CDs verdes de | 73%; e a absor¢do NIR
biomassa. para PTT.
2018 CDs de 4cido | ~3.,5 S (tioureia) Hidrotermal Diagnéstico Penetragdo celular por
[11] salicilico + Seguranga dispersibilidade aquosa;
tioureia fotoestabilidade superior
Bioimagem in vivo | a dos corantes organicos;
com fotoestabilidade | histologia de  orgdos
superior 4  dos | normais em
corantes  orgénicos, | camundongos.
referéncia em
seguranca biologica.
2018 HBCDs ~3-5 N, O (fungo | Extragdo + | Diagnostico  PDT | Geragdo de 'O: e calor
[20] (Hypocrella bambusae) hidrotermal PTT sob laser de 635 nm;
bambusae CDs) inibigdo total do tumor,
Bioimagem bimodal | sem recidiva no 14° dia;
FL/PA, PDT e PTT | peso corporal inalterado;
combinados, baixa biotoxicidade
primeiros CDs verdes | sistémica comprovada in
de  fungo  para | vivo.
terandstica.
2018 CDs de | ~24 N, O (extrato | Hidrotermal PDT Geragdo intrinseca de
[16] Hypericum boténico) ROS  direcionada a
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perforatum

mitocondrias; inducdo de

(erva-de-sdo- PDT  mitocondrial | disfungdo mitocondrial e
Jodo) com ROS intrinseco: | apoptose seletiva em
primeira sintese de | células cancerigenas
CDs verdes; botanico
para PDT
mitocondrial seletiva.
2019 CDs de | ~3-6 N, O (suco de | Hidrotermal Diagnéstico PTT Emissdao NIR-II excitada
[18] melancia melancia) a 808 nm; PCT de 30,6%;
(Watermelon Bioimagem NIR-II | penetragdo tecidual > 5
CDs) (900-1200 nm) e | mm; excre¢do  renal
PTT, marco da | rapida; FQY  baixo,
segunda janela | compensado pela alta
biolégica em CDs | PCT para PTT eficaz.
verdes.
2019 | CDs de | ~5 S Hidrotermal Diagnéstico PTT PCT de 78% a 808 nm;
[17] politiofeno (politiofeno) diagnodstico  simultaneo
(Polythiophene Bioimagem em FL, | por fluorescéncia e por
CDs) PA ¢ PTT, com maior | imagem fotoacustica;
PCT documentado | hipertermia in vivo em
para CDs verdes | camundongos; superior
(superior ao ouro). ao ouro como agente
fototérmico.
2020 | CDsde gengibre | ~3-5 N, O (extrato | Hidrotermal Terapia Seguranca | ICso  seletivo  contra
[16] (Ginger CDs) de gengibre) HepG2; elevagdo de p53 ¢
Citotoxicidade de ROS intracelulares nas
seletiva tumoral, com | células tumorais;
preservacao de | preservacdao de MCF-10A
células normais, CDs | € FL83B (células
verdes e acgdo pro- | normais).
apoptotica  seletiva
mediada por p53.
2020 | GCD-Aloe vera | ~3-7 N, O | Microondas / | Terapia Diagnostico | Polissacarideos da Aloe
[17] (CDs de Aloe (polissacarid | Hidrotermal vera (alocina, acemanana)
vera) eos de aloe) Citotoxicidade incorporados a
antitumoral carbonizagéo; geracao
intrinseca + | intrinseca de ROS sem
bioimagem; ICso de | farmaco exdgeno;
522 pg/mL  em | atividade antitumoral
MCF-7, devido a | dependente de
geragdo intrinseca de | fitoquimicos naturais.
ROS.
2021 S-CDs de | ~4-6 S (flores de | Hidrotermal PTT Dopagem intrinseca por S
[18] Camellia camélia) das flores sem fonte de
japonica PTT com ablacdo | dopante externo; PCT
(CDs de flores tumoral completa em | 55,4% a 808 nm; dose
de camélia) baixas poténcias, | eficaz 45 ug/mL; ablagdo
CDs verdes, floristico | tumoral completa em
com PCT de 55,4%. baixas poténcias de laser.
2021 HA-CDs + | ~5-10 N, O (écido | Bottom-Up Entrega Diagnéstico | Linker pH-sensivel (p-
[19] DOX hialurénico) (hidrotermal + CBA) libera DOX em pH
(CDs de acido conjugacao) Entrega direcionada | 5,0; direcionamento ativo
hialurdnico) de DOX via receptor | via CD44 superexpresso
Ch44 + EPR + |+ EPR passivo;
bioimagem, inibigdo | monitoramento
tumoral 78,53% vs. | fluorescente em tempo
57,07% do DOX | real da distribuicdo no
livre. tumor.
2021 CDs de m- | ~4-6 N, S (L- | Hidrotermal Diagnéstico Localizagdo seletiva no
[17] fenilenediamina cisteina) Imagem nucleolar de | nucléolo; emissao RGB
+ L-cisteina alta resoluc@o com excitagdo unica a
405 nm; viabilidade
>90% em MCF-7 a 10-50
pg/mL; desempenho
superior ao do unico
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corante nucleolar
comercial disponivel.
2022 | Ce6-RCDs ~5-8 N, O + Ce6 | Sintese Diagnostico  PDT | FRET entre CDs ¢ Ce6
[19] (CDs vermelhos conjugado quimica + | PTT amplifica '02; PDT+PTT
+ Ceb) conjugacio reduziram o tumor para
covalente PDT e PTT | ~30% do tamanho inicial
combinados e | apés 13 dias; morte
imagem. celular imunogénica, com
ativacdo de NK, CD4+ e
CD8+.
2022 | CD@Hydrogel | variavel N, O (acido | Sintese + | PDT PTT Liberagdo controlada de
[18] HA hialurénico) encapsulament CDs pela matriz de HA,;
(Hidrogel o em hidrogel PDT e PTT locais por | irradiacdo por NIR a 660
injetavel de CDs meio de hidrogel | nm; efeito  inibitério
+HA) injetavel. pronunciado no
crescimento tumoral, sem
alteracdo do peso
corporal.
2023 | CDs de cascas | ~4-7 N, O (cascas | Hidrotermal + | Terapia génica | Dendrimero = PAMAM
[17] de limdo-doce + de limao) conjugacio Diagnéstico condensa o acido
PAMAM- nucleico; peptideo RGDS
RGDS Terapia génica em | direciona a integrina avf3
TNBC e bioimagem. | superexpressa no TNBC;
extingdo de fluorescéncia
por Cu(ll) como sinal
diagnostico.
2023 Gd-CDs-FA ~3-6 Gd** + N, O | Hidrotermal Diagnéstico Coordenagdo de Gd**
[19] (CDs dopados (acido Imagem bimodal FL | com superficies ~-COOH
com Gd + acido citrico/f6lico) e MRI direcionada a | ¢ —-NH2 para MRI;
folico) células cancerigenas, | conjugacdo com 4acido
FR e cancer de | folico para
figado. direcionamento a células
FR+ de cancer de figado;
imagem bimodal FL e
MRI simultanea.

Legenda: PCT: eficiéncia de conversdo fototérmica | PDT: terapia fotodindmica | PTT: terapia fototérmica | FR:

receptor de folato | BBB: barreira hematoencefalica | TNBC: cancer de mama triplo-negativo | EPR: efeito de

permeabilidade e retengdo aumentadas | MRI: ressonancia magnética | PA: imagem fotoacustica Refs. [11-26].

A partir dos dados sistematizados na Tabela 1, é possivel observar a evolucao cronolédgica dos

CDs verdes ao longo de quase duas décadas de pesquisa. O marco inicial remonta a 2007, com

os pontos de carbono obtidos a partir da fuligem de vela, ainda limitados a bioimagem celular

multicolorida basica [21]. Nos anos seguintes, precursores alimentares como suco de laranja,

leite bovino e acido folico consolidaram a rota hidrotérmica como método preferencial de

sintese verde, ampliando o uso dos CDs para aplicagdes diagnosticas mais especificas, como a

bioimagem nuclear e a travessia in vitro da barreira hematoencefalica [22-25]. A partir de 2018,

nota-se uma clara transicdo funcional: os CDs verdes passam a incorporar ndo apenas

capacidade diagnostica, mas também agdo terapéutica direta, por meio de sistemas fototérmicos

e fotodinamicos derivados de fungos, extratos botanicos e frutas, culminando em plataformas
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plenamente terandsticas, capazes de diagnosticar e tratar simultaneamente, como os sistemas
conjugados com Ce6, os hidrogéis fotoativos e os complexos com gadolinio para imagem
bimodal, apresentados posteriormente em 2022 e 2023 [6,27-28]. Essa progressao, apresentada
na linha do tempo da Figura 2 dos CDs, evidencia a maturacdo do uso dos CDs verdes: de
simples sondas fluorescentes de origem natural a sistemas multifuncionais direcionados, o que
reflete a crescente sofisticagdo das estratégias de dopagem estrutural e de funcionalizacao

superficial.

Os principais sistemas de CDs verdes apresentados na Tabela 1 sdo descritos a seguir. Em 2007,
com os CDs de fuligem de vela, o primeiro relato documentado de nanoparticulas de carbono
fluorescentes produzidas a partir de um precursor de origem natural ocorreu quando Liu, Ye e
Mao sintetizaram CDs por refluxo de fuligem de vela em é&cido nitrico [21]. A fuligem de vela,
subproduto da combustdo incompleta da cera, um material de origem biologica, foi utilizada
como fonte de carbono bruto; o tratamento acido introduziu grupos hidrofilicos (-OH e —
COOH) na superficie das particulas, tornando-as dispersiveis em meios aquosos. Os CDs
obtidos, com tamanhos entre 10 e 45 nm, exibiram emissdo fluorescente multicolorida
dependente do comprimento de onda de excitacdo, caracteristica que se tornaria uma das
assinaturas opticas mais exploradas dos CDs nas décadas seguintes. Embora o processo use
acido forte e ndo seja estritamente hidrotermal, esse trabalho constitui o marco precursor do uso
de biomassa natural como fonte carbonacea para produ¢do de CDs fluorescentes [21]. Por outro
lado, em 2012, foram relatados CDs sintetizados a partir de suco de laranja. Neste caso, Sahu e
colaboradores formalizaram a sintese verde hidrotermal como rota viavel para a producao de
CDs verdes, ao reportarem a primeira sintese one-pot de CDs altamente luminescentes a partir
de suco de laranja puro, sem adi¢do de reagentes quimicos externos [22]. Os CDs obtidos, com
FQY de 26% ¢ tamanho de 2 a 5 nm, demonstraram alta fotoestabilidade ¢ baixa toxicidade,
sendo empregados como excelentes sondas para bioimagem celular. Esse trabalho estabeleceu
o paradigma, replicado em centenas de estudos subsequentes, de que biomassas vegetais
prontamente disponiveis e de baixo custo, carbonizadas hidrotermalmente, sdo adequadas a

producao de CDs verdes com propriedades fluorescentes para aplicagdes biomédicas [22].

Em 2014, CDs foram sintetizados a partir de leite bovino, conforme relatado por Wang e Zhou,
por meio de um método completamente verde. Os CDs foram dopados com nitrogénio usando
o leite bovino, um precursor de origem animal, rico em proteinas e aminoacidos, que atuam

como fontes naturais de carbono e nitrogénio durante a carbonizagao hidrotermal [23]. Os CDs
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de leite, com tamanho médio de 3 nm, reportaram bioimagem de alta resolucdo de células de
glioma humano U87 e tornaram-se a base para os sistemas de entrega direcionada de
doxorrubicina (DOX), com liberagio maxima no pH &acido do microambiente tumoral e
localizagdao nuclear seletiva nas células cancerigenas, caracteristica relevante para a fisica

médica oncoldgica [23].

Em 2016 foram reportados N-CDs sintetizados hidrotermalmente a partir de acido citrico e
polietilenimina (PEI), com FQY de 51% e tamanho de ~2,6 nm, representando um avango
relevante para o diagnostico de tumores cerebrais. Neste caso, a superficie cationica conferida
pelo PEI possibilitou a penetragdo no nucleo celular apds 8 horas de incubacgao em células vivas
e a travessia do modelo in vitro da barreira hematoencefalica (BBB), condi¢ao necessaria para
que sondas de bioimagem atinjam tecidos tumorais intracranianos apds administracao sistémica
[24]. Esses CDs demonstraram bioimagem em tempo real de células de glioma, consolidando
a estratégia de dopagem com polimero catidnico como uma abordagem eficaz para o
diagnostico de canceres de dificil acesso [24]. Também, Bhunia e colaboradores reportaram,
em 2016, a sintese de CDs produzidos a partir do proprio acido félico como unico precursor,
que atuou simultaneamente como fonte de carbono e como ligante autodirecionador para o
receptor de folato (FR), superexpresso em células cancerigenas [25]. Os FA-CDs exibiram
autodirecionamento natural ao FR de células HeLa, SKOV3, MCF-7 e HepG2, em que apds 6
horas de incubacdo em mistura de células tumorais (FR+) e normais (FR—), apenas as células
cancerigenas emitiram fluorescéncia brilhante, sem necessidade de qualquer agente
direcionador externo adicional, o que demonstrou, pela primeira vez, a viabilidade do

autodirecionamento intrinseco como estratégia de bioimagem diagnostica seletiva [25].

No periodo entre 2013 e 2017, o sistema de codopagem simultanea de nitrogénio e enxofre (N,
S-CDs codopados) a partir de acido citrico e L-cisteina, por via hidrotermal, foi descrito
originalmente por Dong et al. em 2013 e aplicado em sistemas terandsticos a partir de 2017.
Essas sinteses representaram o maior salto documentado em rendimento quantico para CDs
verdes; a codopagem de N e S elevou a FQY de 5,3% (CDs nao dopados) para 73% (N, S-CDs),
com o tempo de vida da fluorescéncia aumentado de 7,45 ns para 12,11 ns [26]. O mecanismo
reside na capacidade do enxofre de eliminar estados superficiais do oxigénio e estabilizar
estados do nitrogénio, gerando centros emissivos adicionais que inibem o decaimento ndo

radiativo. A emissdo independente do comprimento de onda de excitagcdo desses CDs viabiliza
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bioimagem em comprimentos de onda fixos, propriedade de grande valor para diagnodstico

oncoldgico in vivo [26].

Em 2018, os CDs obtidos por sintese hidrotermal a partir de acido salicilico dopado com
tioureia, com didmetro médio de 3,5 nm, foram demonstrados como sondas de bioimagem in
vivo com fotoestabilidade superior a dos corantes organicos. Em ensaios in vivo em
camundongos, a auséncia de efeitos colaterais foi confirmada por andlise histologica de
coragao, figado e rim, estabelecendo esse sistema como referéncia de seguranga biologica para
CDs verdes destinados a bioimagem in vivo, o que ¢ de especial relevancia para a seguranca
radioldgica e bioldgica em fisica médica [11]. Também, em 2018, os CDs derivados do fungo
Hypocrella bambusae (HBCDs) foram os primeiros CDs verdes de origem fungica a demonstrar
capacidade terandstica dupla, com imagem bimodal (fluorescéncia e fotoacustica), combinada
com PDT e PTT simultaneas. Sob irradiagdo com laser de 635 nm, os HBCDs geraram 'Oz e
calor simultaneamente, obtendo-se inibi¢do total do tumor, sem recidiva, no 14° dia apds o
tratamento nos grupos PDT e PTT, com o peso corporal dos animais inalterado, o que confirma
baixa biotoxicidade sistémica. Esse sistema evidenciou o potencial da sintese fingica verde
para a obtenc¢do de agentes terandsticos de alta eficacia [20]. Por outro lado, os CDs produzidos
por extragdo hidrotermal de Hypericum perforatum (erva-de-sao-jodo) representaram o
primeiro relato de CDs verdes de extrato botanico para terapia fotodindmica direcionada
especificamente as mitocOndrias: os fitoquimicos naturalmente presentes na planta foram
incorporados a estrutura dos CDs durante a carbonizacdo, conferindo capacidade intrinseca de
geragdo de ROS direcionada especificamente ao compartimento mitocondrial das células
cancerigenas, induzindo disfun¢cdo mitocondrial e apoptose seletiva, sem necessidade de

fotossensibilizante exdgeno adicional [16].

Em 2019, os CDs verdes sintetizados hidrotermalmente a partir de suco de melancia
estabeleceram um marco para a bioimagem na segunda janela bioldgica (NIR-II), com emissao
na faixa de 900 a 1200 nm excitada a 808 nm, FQY de 0,4% (tipico e adequado para emissores
NIR-II), PCT de 30,6% e rapida depuracao renal. Esses CDs constituiram a primeira plataforma
teranostica dupla de bioimagem NIR-II e PTT, obtida por sintese verde a partir de uma fruta
[18]. A profundidade de penetracdo tecidual da janela NIR-II ¢ de 5 a 7 mm, em comparagao
com a NIR-I, o que os torna especialmente adequados para o diagndstico de tumores profundos
em fisica médica [18]. Também, em 2019, os CDs sintetizados hidrotermalmente a partir de

politiofeno demonstraram a maior eficiéncia de conversao fototérmica (PCT) documentada
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para CDs verdes, de 78% sob excitacdo a 808 nm, superior a das nanoestruturas de ouro
amplamente utilizadas como referéncia em PTT. Aplicados em camundongos vivos, esses CDs
permitiram diagndstico e terapia simultaneos por fluorescéncia vermelha, imagem fotoacustica
e hipertermia fototérmica com ablagdo tumoral, consolidando a PTT mediada por CDs verdes

como modalidade terapéutica de elevada eficacia in vivo [17].

Em 2020, foram reportados CDs produzidos por carbonizacao hidrotermal do extrato de
gengibre, que apresentaram o perfil de seletividade oncologica mais clinicamente relevante
entre os CDs verdes de biomassa vegetal: baixa toxicidade para células normais (MCF-10A e
FL83B), combinada com forte efeito inibitdrio seletivo sobre células HepG2, decorrente da
elevacdo de p53 e de ROS especificamente nas células tumorais, efeito atribuido aos gingerdis
e shogaotis incorporados durante a carbonizagdo hidrotermal [16]. Também, os CDs verdes de
Aloe vera demonstraram citotoxicidade antitumoral intrinseca contra células MCF-7 (ICso =
52,2 pg/mL) pela geragdo direta de ROS, atividade antitumoral independente de farmaco
exdgeno, atribuida aos polissacarideos bioativos da Aloe vera (alocina, acemanana)
incorporados a estrutura dos CDs durante a carbonizagdo [17]. Esse exemplo paradigmatico
ilustra como a sintese verde pode transferir propriedades bioldgicas intrinsecas do precursor

natural a nanoparticula sintetizada.

Em 2021, os CDs dopados com enxofre, produzidos hidrotermalmente a partir de flores de
Camellia japonica, demonstraram ablacao tumoral completa em baixas poténcias de laser por
PTT, com PCT de 55,4% a 808 nm, resultado atribuido a dopagem intrinseca por enxofre
presente nas flores da camélia, sem necessidade de fontes externas de dopante. Esse sistema
evidencia que a sintese verde floristica pode produzir agentes fototérmicos de alto desempenho
de forma sustentavel e de baixo custo [18]. Também, em 2021, os CDs funcionalizados com
acido hialuronico e carregados com doxorrubicina via ligante sensivel ao pH (p-CBA)
obtiveram o resultado mais expressivo documentado para a entrega direcionada de
quimioterapico mediada por CDs verdes: inibicdo do crescimento tumoral de 78,53% em
camundongos portadores de cancer 4T1, em comparacao a 57,07% do DOX livre [19]. A
superioridade foi atribuida ao direcionamento ativo, por meio do receptor CD44 superexpresso,
combinado ao actimulo passivo pelo efeito EPR e a liberagdo controlada de DOX em pH 5,0
do microambiente tumoral. Em 2021, os CDs produzidos por hidrotermalizagdo a partir de m-
fenilenediamina e L-cisteina apresentaram imagens nucleolares de alta qualidade em células

fixas e vivas, com desempenho superior ao do Unico corante nucleolar comercialmente
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disponivel (SYTO RNASelect), possibilitando a marcacdo seletiva de compartimentos
celulares com excitagdo Unica a 405 nm [17]. O valor diagnoéstico ¢ elevado, dado que as

disfung¢des nucleolares sao marcadores precoces do desenvolvimento tumoral.

Ja em 2022, o sistema Ce6-RCDs, formado por CDs emissivos vermelhos conjugados ao
fotossensibilizante clorina e6 (Ce6), apresentou o resultado mais expressivo para terapia
combinada PDT e PTT com CDs verdes: reducao dos volumes tumorais para aproximadamente
30% do tamanho inicial apds 13 dias em camundongos portadores de cancer 4T1, em
comparag¢do ao crescimento de 6,5 vezes (PDT) e 3,5 vezes (PTT) nos grupos de monoterapia
[19]. A sinergia foi potencializada pelo efeito FRET entre CDs e Ce6 e pela morte celular
imunogénica, com ativagdo de NK, CD4+ e CD8+. Também, em 2022, o sistema
CD@Hydrogel, com CDs encapsulados em matriz injetdvel de &cido hialurénico (HA),
representou uma abordagem para fototerapia local controlada: a matriz proporciona libera¢ao
lenta e continua dos CDs no sitio tumoral apds a inje¢do, enquanto a irradiacdo NIR a 660 nm
ativa simultaneamente PDT e PTT. Os resultados in vivo confirmaram um efeito inibitorio

pronunciado sobre o tumor, sem alteragdes no peso corporal [18].

Em 2023, os CDs verdes de cascas de limao-doce conjugados a PAMAM e RGDS constituiram
o0 primeiro sistema teranostico de terapia génica direcionada a TNBC baseado em CDs verdes.
O RGDS direciona a integrina avf3, superexpressa no TNBC; ja o PAMAM condensa e protege
o0 4cido nucleico para a entrega celular; e a extin¢ao de fluorescéncia por Cu(Il) funciona como
sinal diagnodstico integrado [17]. Também em 2023, os CDs dopados com gadolinio e
conjugados com acido folico (Gd-CDs-FA) representaram a plataforma de imagem bimodal
(fluorescéncia e MRI) mais completa baseada em CDs verdes, a coordenagdao de Gd* com
grupos superficiais confere propriedades paramagnéticas para contraste de MRI, enquanto a
conjugacao com acido folico direciona os CDs ao FR+ de células de carcinoma hepatocelular,
combinando a resolucao anatdmica da MRI com a sensibilidade molecular da fluorescéncia em

uma unica nanossonda de sintese verde [19].

4.3 Caracteristicas Estruturais e Morfologicas

Sob a perspectiva da fisica do estado solido e da mecanica ondulatoria, a compreensao dos
pontos de carbono (CDs) requer a analise de sua configuragao eletronica de base. O atomo de
carbono fundamental apresenta a distribuicao eletronica [(1s?) (2s? 2p?)], na qual os elétrons de

valéncia residem nos subniveis 2s, 2px, 2py e 2pz [11]. As fun¢des de onda que descrevem
28



esses orbitais quantificam patamares energéticos inferiores ao nivel s e superiores ao nivel p;
contudo, a barreira energética existente entre ambos ¢ menor do que a energia de uma ligagao
quimica estavel [11]. Essa proximidade viabiliza o rearranjo tridimensional dos orbitais em um
processo de hibridizagao, cuja geometria resultante minimiza a repulsao eletronica e estabelece
o estado de menor energia do sistema [11]. Consequentemente, as hibridizagdes dos tipos sp,
sp? e sp® dao origem a conformagdes estruturais lineares (cadeias), planares e tetragonais,

respectivamente [11].

No dominio dos nanomateriais de carbono, os CDs caracterizam-se por uma arquitetura
eletronica hibrida, composta pela coexisténcia de ligagdes sp? e sp* [11,29]. Estruturalmente,
essas nanoparticulas sdo descritas por um modelo do tipo nucleo-casca (core-shell) [29]. O
nucleo central ¢ constituido por dominios predominantemente grafiticos e cristalinos de
hibridizacao sp?, organizados em redes hexagonais compactas analogas as do grafeno [11].
Interrupcdes nesses dominios geram pontos defectivos e regides amorfas formadas por
carbonos sp? tetragonais, conferindo ao nlicleo uma natureza mista e ndo-cristalina,
frequentemente classificada como turboestratica [11,29]. O grau de grafitizacdo do nucleo esté
diretamente vinculado a termodinamica de sintese: temperaturas operacionais superiores a 300
°C favorecem a organizagdo cristalina sp? ao passo que tratamentos térmicos mais amenos

resultam em matrizes predominantemente amorfas [29].

A arquitetura nticleo-casca caracteristica dos CDs € esquematicamente representada na Figura
3. Observa-se um nucleo carbonico predominantemente grafitico (sp?), envolvido por uma
camada superficial funcionalizada contendo grupos oxigenados e nitrogenados hidrofilicos,
responsaveis por grande parte da reatividade quimica e da dispersibilidade em meio aquoso
[30]. Embora a Figura 3 nao represente explicitamente as regides amorfas de hibridizagao sp?,
elas estdo associadas a defeitos estruturais e a carbonos superficiais que ancoram esses grupos
funcionais. Morfoldgica e geometricamente, os pontos de carbono pertencem a classe dos
materiais de dimensdo zero (0D), apresentando conformacdo espacial predominantemente
esférica ou quase esférica, com diametros confinados na faixade 2 a 10 nm [11,30,31]. Analises
ultraestruturais revelam que o tamanho isolado dos nucleos pode se restringir a faixas de 2 a 3
nm, com espacamento atdOmico caracteristico de aproximadamente 0,2 nm [29]. Devido ao
severo confinamento espacial em todas as trés dire¢des cartesianas, o nivel de energia eletronica
proximo ao nivel de Fermi deixa de apresentar comportamento continuo e assume

caracteristicas discretas [11]. E imperativo ressaltar, contudo, que, embora o confinamento
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quantico atue em nanoestruturas derivadas de folhas planas de grafeno, alterando diretamente
o bandgap em funcdo do didmetro fisico, nos pontos de carbono legitimos a dependéncia dptica
esta primariamente associada a defeitos de superficie e efeitos de borda [11]. Por essa razdo, a

terminologia "ponto quantico de carbono" tem vindo a cair em desuso na comunidade cientifica

[11].

A Basic design of CQDs

CHO - CONH;,

HO
COOH

CONHAr

Figura 3 — Representac¢do esquematica da arquitetura nicleo-casca dos pontos de carbono, evidenciando um
ntcleo carbonico predominantemente grafitico (sp?) envolvido por uma camada superficial funcionalizada
contendo grupos hidrofilicos, como hidroxila, carboxila, amina e amida, além de heteroatomos dopantes (N, S, P

e B). Fonte: Adaptado de PECHNIKOVA et al. (2025) [30].

A periferia ou casca dos CDs ¢ rica em grupos funcionais oxigenados e nitrogenados
decorrentes da fragmentacao e condensagdo dos precursores organicos [11,29]. A identifica¢do
e a quantifica¢do dessa organizacdo morfoldgica-estrutural sdo realizadas por um conjunto de

técnicas espectroscopicas € microscopicas, descritas a seguir:

e Microscopia Eletronica de Transmissdo de Alta Resolu¢do (HRTEM) e Varredura
(SEM): fornecem o mapeamento morfologico direto, determinando a geometria, a
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas e o espagamento dos planos de rede [29];

e Difracdo de Raios X (XRD) e Difracdo de Elétrons de Area Selecionada (SAED):
atestam o grau de cristalinidade do material. A fase amorfa manifesta-se por um pico
largo em 20 = 23°, a0 passo que a fase grafitica de baixo ordenamento ¢ identificada por
picos em 25° e 44°, correspondentes aos planos cristalograficos (002) e (100); a fase

turboestratica, por sua vez, apresenta pico caracteristico em 20 = 18° [11,29];

30



e Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Fotoelétrons
de Raios-X (XPS): confirmam a assinatura molecular da superficie, mapeando bandas
caracteristicas de estiramento de hidroxilas (-OH, = 3442 cm™), carboxilas (-COOH, =
1710 cm™), epoxidos (= 1244 cm™) e ligagdes aromaticas C=C / C-H [2,29];

e Espectroscopia Raman: identifica o carater misto do carbono por meio das bandas D (=
1350 cm™, associada a hibridizagdes sp® e desordem estrutural) e G (= 1600 cm™,
associada ao estiramento planar de ligagdes sp?) [11];

e Potencial Zeta: mede a densidade de carga elétrica liquida na superficie, indicando a
intensidade da estabilizagdo eletrostatica em meios aquosos, sendo um parametro critico

para evitar a aglomeragdo de particulas em fluidos biologicos [29,31].

A manipulagdo da estrutura eletronica e o controle dos defeitos da casca para fins de aplicagao
biomédica podem ser realizados por meio de duas estratégias de engenharia de superficie: a
passivagdo e a dopagem eletronica [11]. A passivagdo consiste em um poOs-tratamento no qual
a superficie € recoberta por uma camada protetora uniforme, geralmente de polimeros como o
polietilenoglicol, o que reduz os fendomenos de recombinacdo ndo radiativa do sistema m-
conjugado e melhora a resposta Optica por meio da transferéncia de carga do ligante para o
nucleo [11]. Adicionalmente, modificagdes covalentes, como reagdes de silagdo, reduzem a
toxicidade intrinseca e conferem hidrofilicidade e seletividade a entrega direcionada de
farmacos [11]. Por outro lado, a dopagem eletronica € realizada de forma intrinseca durante o
processo de sintese, introduzindo heterodtomos, como nitrogénio (N) e enxoftre (S), diretamente
na rede de carbono [11,31]. O nitrogénio atua ao inserir novos estados discretos de energia entre
os orbitais m e w*, estreitando a lacuna de energia entre o orbital ocupado de maior energia
(HOMO) e o orbital desocupado de menor energia (LUMO) [11]. O enxofre potencializa esse
rearranjo por meio de um efeito cooperativo, no qual seu maior raio atdmico € menor
eletronegatividade expandem a densidade da nuvem eletronica local, otimizando as transi¢oes

radiativas [11].

Por fim, a morfologia interfacial dos CDs confere ao material alta sensibilidade a perturbagdes
do meio externo, como varia¢des de pH e de polaridade do solvente [11]. Mudancas na natureza
quimica do solvente alteram o arranjo energético superficial; meios polares propiciam ligacdes
de hidrogénio com os estados excitados das nanoparticulas, elevando as energias de transicao
eletronica (deslocamento hipsocrdmico), ao passo que solventes apolares reduzem o intervalo

HOMO-LUMO (deslocamento batocromico) [11]. De forma analoga, a oscilagdo do pH do
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meio induz fendmenos de protonagdo e desprotonacao das carboxilas e aminas periféricas [11],
[31]. Essa reorganizagdo de cargas superficiais afeta as interacdes do par elétron-buraco,
alterando as taxas de decaimento radiativo e o equilibrio protico molecular, o que ¢ relevante

para o desenvolvimento de sensores Opticos responsivos a variagdes ambientais [11].

4.4 Propriedades Opticas e Fotoluminescéncia (PL)

A Figura 4 apresenta um diagrama de Jablonski simplificado, utilizado para representar as
principais transigoes eletronicas envolvidas nos fendmenos fotofisicos observados em materiais
luminescentes, incluindo os CDs. O diagrama ilustra a absor¢do de fotons, a relaxagdo
vibracional, a conversao interna entre estados excitados, o cruzamento intersistema para estados
de triplete, bem como os processos radiativos de fluorescéncia e fosforescéncia. Esses
mecanismos constituem a base fisica para compreender a emissdo luminosa dos CDs e serdo
discutidos individualmente nos tdpicos seguintes, incluindo os efeitos de absorgdo Optica,
fotoluminescéncia, conversdo ascendente e¢ descendente e fosforescéncia a temperatura

ambiente [32].
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Figura 4 — Diagrama de Jablonski ilustrando os principais processos fotofisicos envolvidos na absorcdo,
fluorescéncia e fosforescéncia. Fonte: Adaptado de Wikimedia Commons (2025) [32].
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4.4.1 Absorgao Optica

As propriedades Opticas dos pontos de carbono (CDs) constituem um dos aspectos mais
investigados desses nanomateriais, dada a sua implicagdo direta em aplicagdes biomédicas, de
sensoriamento e em dispositivos optoeletronicos [31,33]. De modo geral, os CDs apresentam
absorcao oOptica de banda larga na regido ultravioleta (UV), compreendendo a faixa de 200 a

400 nm, com uma cauda que se estende até o visivel [6,33].

A Figura 5 apresenta, de forma esquematica, as principais bandas de absor¢ao dptica dos CDs
e sua relagdo com a estrutura eletronica desses nanomateriais. Observa-se que a absorgdo ¢
dominada por trés contribui¢des principais: a banda associada as transi¢des n—m* dos dominios
grafiticos sp?, predominante na regido do ultravioleta; a banda correspondente as transi¢des
n—m*, provenientes de grupos funcionais contendo oxigé€nio e nitrogénio presentes na
superficie; e uma banda de menor energia que se estende em dire¢do a regido visivel, atribuida
aos estados eletronicos superficiais originados por defeitos estruturais e pela funcionalizagdo
da superficie. A posicao e a intensidade relativa dessas bandas variam em func¢ao da composi¢ao
quimica, da rota de sintese, do grau de funcionalizagdo superficial e da incorporacdo de

heteroatomos, fatores que influenciam diretamente a resposta optica dos CDs [34].
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Figura 5— Representagdo esquematica das principais bandas de absor¢do Optica dos CDs, evidenciando as

transi¢oes eletronicas n—m* e n—7*. Fonte: Adaptado de Kamal, Hong e Ju (Biosensors, 2025) [34].

Conforme ilustrado na Figura 5, esse comportamento de absor¢do ¢ governado por dois tipos
principais de transi¢des eletronicas: as transi¢des m—m*, oriundas das ligagdes C=C dos
dominios grafiticos sp?, com picos tipicos entre 230 e 320 nm; e as transi¢des n—n*, associadas

as ligacdes C=0 e C=N dos grupos funcionais de superficie, com picos na faixa de 300 a 360
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nm [6,11,29]. As variacdes observadas entre diferentes estudos quanto as posi¢des exatas dessas
bandas decorrem, sobretudo, da natureza do precursor carboniceo utilizado, do método de
sintese empregado e da densidade e do tipo dos grupos funcionais presentes na superficie das

nanoparticulas [6,29,33].

Os CDs obtidos por rotas de sintese verde, especialmente aqueles derivados de biomassa vegetal
por via hidrotermal, apresentam caracteristicas de absor¢do que refletem diretamente a
composi¢ao quimica da matéria-prima de origem, podendo ser moduladas pela variagao dos
teores de oxigénio e nitrogénio nos nucleos carbonosos [6,33]. Além disso, o processo de
passivagdo superficial amplia o espectro de absor¢do para comprimentos de onda maiores,
podendo estendé-lo até a faixa de 350 a 550 nm, a medida que a camada protetora introduzida
reduz os defeitos superficiais e estabiliza os dominios n-conjugados [29]. De forma anéloga, a
dopagem com heterodtomos como nitrogénio (N), enxofre (S), boro (B) e fésforo (P) promove
ajustes na estrutura eletronica, reduzindo o intervalo energético entre HOMO e LUMO
(bandgap), deslocando as bandas de absor¢ao e ampliando a resposta optica dos CDs [29,33].
CDs com emissao na faixa do vermelho ou do infravermelho proximo (NIR), por sua vez,
apresentam elétrons n-conjugados nos dominios sp? e/ou em grupos periféricos, resultando em

absor¢do em comprimentos de onda longos, entre 500 e 800 nm [33].

4.4.2 Fotoluminescéncia

A fotoluminescéncia (photoluminescence, PL) ¢ reconhecida como a propriedade optica de
maior destaque dos CDs, tanto do ponto de vista cientifico fundamental quanto da perspectiva
de suas aplicacdes praticas [11,33]. Em comparagdo a outros materiais fluorescentes
convencionais, como pontos quanticos semicondutores contendo cddmio ou chumbo,
nanomateriais de terras raras e corantes organicos, os CDs oferecem vantagens significativas
em termos de fotoestabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade e disponibilidade de
precursores de baixo custo, o que os torna candidatos relevantes para aplicagdes em fisica

médica e nanotecnologia terandstica [31,33].

A Figura 6 ilustra a influéncia da estrutura eletronica dos CDs sobre suas propriedades
fotoluminescentes. Observa-se que a variacao no tamanho dos dominios conjugados de carbono
sp? altera o intervalo de energia (bandgap) entre os estados eletronicos fundamental e excitado.

Dominios menores apresentam maior bandgap e, consequentemente, emitem fotons de maior
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energia, correspondentes a regido azul do espectro. A medida que o tamanho desses dominios
aumenta, ocorre redu¢do do bandgap, o que promove emissdes em comprimentos de onda
maiores, inicialmente na regido verde e, posteriormente, nas regides vermelha e do
infravermelho proximo. Esse comportamento evidencia a estreita relagdo entre a organizacao

estrutural do nucleo carbonico e as propriedades opticas dos CDs [34].

O rendimento quantico de fluorescéncia (FQY) € o parametro que quantifica o brilho da emissao
fotoluminescente e ¢ diretamente influenciado pela fonte de carbono, pela abordagem sintética
e pelos procedimentos de pds-tratamento superficial [33]. Em seu estado nativo, sem
modifica¢des, os CDs tipicamente apresentam FQY de cerca de 10% [11]. A passivacao
superficial, que consiste na deposi¢ao de uma fina camada protetora sobre a superficie das
nanoparticulas, representa a principal estratégia para elevar esse valor, podendo aumentar a
FQY em até 55-60% ao reduzir as recombinagdes nao radiativas e ao aprimorar a integridade
do sistema m-conjugado [29]. Em casos especificos de pontos de carbono poliméricos (Carbon
Polymer Dots, CPDs), valores de FQY de até 99% ja foram relatados na literatura [33]. Rotas
de sintese do tipo bottom-up, como as hidrotermais amplamente utilizadas na sintese verde,
tendem a produzir CDs com FQY superior ao das rotas top-down, como a oxidagdo

eletroquimica e a ablacao a laser [33].
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Figura 6 — Representacdo esquematica da influéncia do tamanho dos dominios conjugados de carbono sp? sobre o
intervalo energético (bandgap) e a emissao fotoluminescente dos CDs, evidenciando o deslocamento da emissdo
daregido azul para comprimentos de onda mais elevados a medida que aumenta o tamanho dos dominios grafiticos.
Fonte: Adaptado de Mohanaraman e Chidambaram (2024) [34].
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Os espectros de emissdo dos CDs s3o notavelmente amplos, abrangendo desde o UV até o
infravermelho proximo, com emissao mais intensa nas regides do azul e do verde [6]. A maioria
dos CDs exibe emissao dependente do comprimento de onda de excitagdo (Aex), de modo que o
pico de emissao se desloca progressivamente para comprimentos de onda maiores a medida que
Aex aumenta, um comportamento associado a presenga de multiplos centros emissivos na
superficie e a ampla distribuicdo de tamanhos das particulas [6,31,33]. Essa caracteristica
viabiliza a bioimagem multicolorida sem que seja necessaria qualquer modificagdo quimica ou
dimensional das nanoparticulas [33]. Por outro lado, CDs com emissdo de banda estreita,
exibindo largura a meia altura (FWHM) entre 20 e 40 nm, também foram sintetizados com
sucesso, associados a alta pureza de cor, a distribui¢do uniforme de tamanho e a presenca de

um unico centro de PL [33].

A Figura 7 apresenta um esquema simplificado do mecanismo de fotoluminescéncia dos CDs.
Inicialmente, a absor¢do de radiacdo promove elétrons do estado fundamental a estados
eletronicos excitados. Durante o processo de relaxacdo eletronica, parte da energia absorvida
pode ser dissipada por vias ndo radiativas, enquanto outra parcela ¢ liberada na forma de
fluorescéncia quando o sistema retorna ao estado fundamental. O diagrama também evidencia
que a emissao luminosa pode ser influenciada tanto pelos dominios m-conjugados presentes no
nucleo quanto pelos estados eletronicos de superficie, associados a defeitos estruturais e grupos
funcionais. A contribuicdo desses centros emissores depende da composi¢do quimica, da

funcionalizagao superficial e da presenca de heteroatomos incorporados durante a sintese [34].
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Figura 7 — Representagdo esquematica do mecanismo de fotoluminescéncia dos CDs, destacando os processos de
absor¢ao, relaxacdo eletronica e emissdo de fluorescéncia, bem como a participagdo dos estados eletronicos do
nucleo e dos estados superficiais na recombinagao radiativa. Fonte: Adaptado de Mohanaraman e Chidambaram
(2024) [34].
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Os mecanismos responsaveis pela PL dos CDs ainda ndo possuem uma defini¢do consensual
na literatura cientifica, o que constitui uma fronteira ativa de investigacao [6,11]. As hipoteses
mais amplamente discutidas podem ser organizadas em trés categorias: fatores internos, que
incluem efeitos de conjugacdo m, estados superficiais e interagdes sinérgicas entre
heteroatomos; fatores externos, relacionados a estados moleculares e influéncias do ambiente
quimico, como pH e polaridade do solvente; e emissdes aprimoradas por reticulacdo cruzada,
observadas em CPDs [6]. De modo mais especifico, dois mecanismos sdo apontados como
predominantes: o primeiro atribui a fluorescéncia as transigdes eletronicas nos dominios 7-
conjugados de carbono sp?, de forma analoga ao comportamento de moléculas aromaticas com
bandgap definido [29]; o segundo associa a emissdo a defeitos superficiais, efeitos de
passivacao e de funcionalizagdo, e armadilhas emissivas presentes na casca das nanoparticulas

[6,29].

4.4.3 Fluorescéncia por Conversdo Ascendente e Descendente

Os CDs apresentam dois fendmenos de conversao luminescente com implicagdes distintas para
aplicagdes biomédicas. A fluorescéncia por conversdo descendente, modalidade mais comum,
ocorre quando o comprimento de onda de emissao ¢ maior do que o de excitagdo, sendo gerada
por multiplas origens, como centros multiemissivos, éxcitons auto autoaprisionados, defeitos
de borda e estados superficiais [31]. A fluorescéncia por conversao ascendente, por sua vez,
caracteriza-se pelo fendmeno inverso, em que o comprimento de onda de excitagdo ¢ maior do
que o de emissdo, resultando na emissdo de fétons de maior energia a partir de excitagdo com

radia¢dao NIR [6,31].

Essa modalidade apresenta vantagens significativas para aplicagdes em fisica médica, uma vez
que a excitacdo no NIR propicia maior profundidade de penetracdo tecidual, reduz a
autofluorescéncia bioldgica de fundo e minimiza a fototoxicidade associada a radiagao
ultravioleta [6,31]. CDs sintetizados por via hidrotermal a partir de biomassa, como graos de
café, demonstraram capacidade de exibir simultaneamente PL ascendente e descendente,
evidenciando o potencial dos materiais obtidos por sintese verde para aplicacdes teranosticas

multimodais [6].
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4.4.4 Fosforescéncia em Temperatura Ambiente

Além da fotoluminescéncia, os CDs podem exibir fosforescéncia a temperatura ambiente
(Room Temperature Phosphorescence, RTP), uma propriedade de interesse crescente para
aplicagdes de bioimagem com resolucdo temporal e para sistemas de seguranga [29,33].
Diferentemente da fluorescéncia, que envolve transi¢des radiativas a partir do estado excitado
singlete mais baixo (S1) para o estado fundamental singleto (So), a fosforescéncia ocorre por
meio de transi¢coes a partir do estado tripleto excitado mais baixo (Ti) para So, processo
classicamente proibido pelas regras de selecdo de spin e, por isso, caracterizado por tempos de
vida de emissdo muito mais longos [29,33]. A geracado eficiente de RTP requer dois processos
criticos, um cruzamento inter-sistemas (ISC) eficaz entre Si e Ti, e a supress@o das transigoes
ndo radiativas a partir de T [33]. Grupos funcionais como C=0O e C=N contribuem para o RTP
por meio de forte acoplamento spin-6rbita, enquanto heterodtomos dopantes como N, P ¢

halogénios favorecem a transi¢do n—n* e potencializam o processo de ISC [33].

Do ponto de vista experimental, Deng et al. (2013) [35] descreveram pela primeira vez a
fosforescéncia em CDs dispersos em matriz de alcool polivinilico (PVA), obtendo emissdo
maxima a 500 nm e vida util média de 380 ns [29]. Posteriormente, pontos quanticos de carbono
fosforescentes de vida util ultralonga (P-CQDs) foram sintetizados por micro-ondas, exibindo
emissdo amarelo-esverdeada a 525 nm por até 9 segundos apos excitagdo [29]. Para CDs
convencionais, matrizes sOlidas como PVA sdo necessarias para imobilizar os centros
emissivos e impedir a extingao dos estados tripletos; no entanto, para CPDs, a RTP pode ser
alcangada sem matrizes adicionais, uma vez que as estruturas covalentes de reticulacdo e as

interagdes supramoleculares intrinsecas cumprem essa fun¢do de forma mais eficaz [33].

4.4.5 Influéncia do pH e do Solvente na Emissao

O comportamento fotoluminescente dos CDs ¢é fortemente sensivel a perturbagdes do
microambiente quimico, particularmente as variagdes de pH e a polaridade do solvente,
propriedades diretamente explordveis em sistemas de sensoriamento e em plataformas
teranosticas responsivas [11,31]. A emissdo dependente do pH decorre dos processos de
protonagdo e desprotonag¢do dos grupos funcionais superficiais, especialmente carboxilas e
aminas, que alteram a configuragdo de cargas na interface da nanoparticula e modificam as

taxas de recombinagdo radiativa e ndo radiativa [11,31]. Em condi¢des de pH entre 3 e 12, os
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CDs demonstram notavel resisténcia ao fotobranqueamento, mantendo sinais de fluorescéncia
estaveis por periodos prolongados, inclusive em meio aquoso [31]. A variagdo da polaridade
do solvente, por sua vez, atua sobre as energias de transi¢do eletronica da superficie: meios
polares favorecem a formagao de ligagdes de hidrogénio com os estados excitados, elevando as
energias de transi¢ao e promovendo deslocamento hipsocromico; meios apolares, ao contrario,
reduzem o intervalo HOMO-LUMO e induzem deslocamento batocromico [11]. Essas
respostas tornam os CDs obtidos por sintese verde plataformas promissoras para o
desenvolvimento de nanossondas sensiveis a microambientes bioldgicos, com potencial de
aplicag¢do no diagnostico oncoldgico e no monitoramento de processos fisiologicos em tempo

real [6,11].

5. ROTAS DE SINTESE E METODOS DE OBTENCAO ECOLOGICA
5.1 Abordagens Classicas de Sintese: Top-Down e Bottom-Up

A produgdo controlada de pontos de carbono (CDs) ¢ uma etapa determinante para a obtencao
de nanomateriais com propriedades Opticas, morfologicas e superficiais adequadas as suas
aplicagdes pretendidas [11,29]. A selecdo criteriosa do método de sintese deve considerar,
simultaneamente, a natureza fisico-quimica do precursor carbonaceo disponivel, as condi¢des
operacionais requeridas e as caracteristicas finais desejadas para o material, uma vez que
variagdes nesses parametros resultam em estruturas, mecanismos de fluorescéncia e perfis de
superficie completamente distintos [11,36]. De modo consensual na literatura, as estratégias
sintéticas para a preparagao de CDs sdo classificadas em duas grandes categorias, a abordagem

de cima para baixo (top-down) e a de baixo para cima (bottom-up) [4,14,31].

As duas principais estratégias empregadas na sintese de pontos de carbono sdo apresentadas na
Figura 8. Observa-se que a abordagem top-down baseia-se na fragmentagdo de materiais
carbondceos macroscopicos por processos fisicos ou quimicos de elevada energia, enquanto a
abordagem bottom-up utiliza pequenos precursores moleculares ou biomateriais, que sao
convertidos em nanoparticulas por meio de reagdes de condensacao e de carbonizacdao. Além
da distingdo entre os tipos de precursores e os principais métodos empregados, a figura
evidencia as vantagens e limitacdes de cada rota sintética, permitindo uma visdo geral das

estratégias discutidas nas se¢des subsequentes [5,14,29,36,37].
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carbono. Destacando os principais tipos de precursores, métodos de obtengfo, vantagens, limitagdes e
caracteristicas gerais das nanoparticulas produzidas. Fonte: Singh et al. (2025) [37].

instrumentation

Carbon Dots

5.1.1 Abordagem Top-Down

Na abordagem top-down, fontes de carbono macroscdpicas, como grafite, grafeno, nanotubos
de carbono, fulerenos, carvao ativado e fuligem de carbono, sdo submetidas a processos fisicos
ou quimicos de alta energia que promovem sua fragmentacdo progressiva até a escala
nanométrica [29,36,37]. As técnicas mais difundidas nessa categoria compreendem a descarga
por arco elétrico, a ablacdo a laser, a oxidacdo eletroquimica e o tratamento ultrassonico, todas
realizadas sob condigdes termodinamicas severas, como alta acidez, elevado potencial

eletroquimico e energia radiante intensa [31,37,38].
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Historicamente, os primeiros CDs descritos na literatura foram obtidos justamente por meio de
rotas top-down, especificamente pela descarga por arco elétrico em nanotubos de carbono de
parede simples, o que evidencia o papel pioneiro dessas técnicas no estabelecimento do campo
[4]. No método de descarga por arco, a desintegracao dos precursores carbonosos em plasma
de alta energia resulta em particulas de morfologia heterogénea e de ampla distribuicao de
tamanhos, além de apresentar dificuldades inerentes a etapa de purificagdo [31,29,37]. A
ablacdo a laser, por sua vez, envolve a irradiacao de um alvo de carbono sélido com pulsos de
laser de alta fluéncia, gerando um plasma localizado que condensa em nanoparticulas; embora
permita certo ajuste das propriedades superficiais pela variagdo da energia e do tempo de
irradiacdo, os CDs resultantes frequentemente apresentam baixo rendimento quantico de

fluorescéncia e heterogeneidade dimensional, demandando etapas adicionais de passivag¢do

superficial para a ativagao Optica do material [29,36,37].

O método de oxidagao eletroquimica destaca-se entre as rotas top-down por oferecer maior
controle sobre o tamanho dos CDs produzidos, uma vez que a distribuicao dimensional ¢ as
propriedades Opticas das nanoparticulas sdo diretamente moduldveis pelo potencial e pela
temperatura de oxidacao aplicados [38]. Nesse processo, eletrodos a base de carbono, como
hastes de grafite ou nanotubos, sdo submetidos a reagdes redox em eletrdlito aquoso, resultando
na esfoliagdo controlada de fragmentos nanodimensionados [29,31,37]. Nao obstante suas
vantagens em termos de baixo custo, auséncia de reagentes altamente perigosos e facilidade
operacional, os CDs obtidos por oxidacao eletroquimica tendem a apresentar menor densidade
de grupos funcionais de superficie em comparagdo com os produzidos por rotas bottom-up, o
que pode comprometer sua dispersibilidade em meios aquosos e, consequentemente, sua

aplicabilidade biomédica [5].

De maneira geral, a abordagem top-down ¢ valorizada por sua simplicidade operacional,
elevado desempenho produtivo, auséncia de emissdo de gases toxicos durante o processamento
e capacidade de producdo em larga escala [11]. Em contrapartida, suas limitagdes estruturais
sdo relevantes: a impossibilidade de obter nanomateriais de alta pureza diretamente a partir do
precursor macroscopico, o elevado custo das etapas de purificacdo e a dificuldade em controlar
com precisdo a morfologia e a distribui¢do de tamanhos dos CDs gerados constituem obstaculos
significativos para aplicagdes que exigem nanomateriais monodispersos e com propriedades

opticas bem definidas [5,14,29,37].
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5.1.2 Abordagem Bottom-Up

Em contraposi¢do a estratégia anterior, a abordagem bottom-up parte de precursores
moleculares de baixa massa, como pequenas moléculas organicas, aminoacidos, carboidratos,
polimeros e biomateriais, que sob condi¢gdes controladas de temperatura, pressdo e tempo de
reacdo, passam por uma sequéncia de transformagdes que inclui desidratagdo, condensagao,
polimerizagao e carbonizagdo, culminando na nucleacdo e no crescimento das nanoparticulas
de carbono [11,36,37]. Esse conjunto de processos resulta em CDs com morfologia mais
homogénea, distribui¢do de tamanhos mais estreita e propriedades reprodutiveis em

comparagdo com os produzidos por rotas top-down [5].

Os métodos bottom-up mais amplamente empregados na literatura sdo a carbonizagdo
hidrotermal, a sintese assistida por irradiacdo de micro-ondas, a pirdlise térmica, os processos
solvotérmicos e a sintese assistida por ultrassom [11,14,31,37]. A sintese assistida por micro-
ondas fundamenta-se na interacdo de ondas eletromagnéticas na faixa de 1 mm a 1 m com as
moléculas precursoras polares, promovendo aquecimento rapido ¢ uniforme que acelera a
decomposicao das ligagdes quimicas e a carbonizacdo dos precursores em tempos de reagao
muito reduzidos [36,38]. Embora esse método seja reconhecido por sua praticidade, economia
e potencial de sintese em larga escala, a estreita dependéncia entre os parametros de irradiagao,
como poténcia e propriedades de absor¢do do precursor, e as caracteristicas do produto final
pode resultar em CDs com elevado grau de polidispersidade quando esses parametros ndo sao

adequadamente controlados, frequentemente exigindo etapas adicionais de purificacao [5,36].

A pirdlise constitui outro método relevante dentro da categoria bottom-up, caracterizando-se
pela decomposi¢do térmica endotérmica dos precursores carbondceos em temperaturas
elevadas, tipicamente acima de 300 °C, sob pressao controlavel e, em muitos casos, em
atmosfera inerte [29,36]. As condigdes piroliticas promovem a fragmentagao progressiva das
ligagdes quimicas orgénicas, convertendo os precursores em nanoparticulas coloidais cujas
propriedades fisico-quimicas sdo modulaveis pela variagdao da temperatura, do pH e da duracdo
do processo [36]. As vantagens associadas a pirolise incluem praticabilidade, repetibilidade,
escalabilidade e baixo custo; sua principal limita¢do reside na dificuldade de separar os CDs

formados dos precursores residuais ndo convertidos [29,37].

A abordagem solvotérmica, variante do método hidrotermal em que solventes organicos
substituem, total ou parcialmente, a 4gua como meio reacional, também se insere no conjunto

de rotas bottom-up. Nessa rota, compostos geradores de carbono sdo aquecidos em solventes
42



de alto ponto de ebulicdo, como etanol, dimetilformamida (DMF) ou formamida, seguidos de
etapas de extracdo e purificagdo [36]. Embora permita a producdo de CDs tanto hidrofilicos
quanto hidrofobicos a partir do mesmo precursor, por meio do ajuste do pH e da composigado
do meio, o uso de solventes organicos potencialmente nocivos em condi¢des de alta temperatura
representa um aspecto desvantajoso sob a Optica da seguranca e da sustentabilidade ambiental

[38].

O método do molde (template), por sua vez, utiliza suportes mesoporosos, geralmente esferas
de silica, para guiar a nucleagdo e o crescimento dos CDs em seu interior, controlando com
precisdo o tamanho e prevenindo a aglomeragdo das particulas durante a carbonizagdo [31],
[29]. Apesar dessas vantagens, a etapa de remocdo do molde apds a sintese por gravacao
quimica ¢ um processo complexo que pode comprometer a pureza e as propriedades Opticas
dos CDs obtidos, o que torna esse método menos frequente na literatura em comparagao as rotas

hidrotermais e de micro-ondas [31].

De forma abrangente, a abordagem bottom-up consolidou-se como a estratégia dominante na
sintese de CDs nas ultimas décadas, impulsionada por suas condi¢gdes operacionais mais
brandas, pela possibilidade de utilizar precursores naturais € ndo toxicos e pela maior facilidade
de controle simultaneo das propriedades estruturais, superficiais e Opticas das nanoparticulas
produzidas [4,31,37,39]. Em especial, rotas bottom-up a partir de biomassa e de fontes de
carbono renovaveis mostram-se plenamente alinhadas aos principios da quimica verde e da
sintese sustentavel, constituindo o eixo central das investigagdes contemporaneas voltadas ao
desenvolvimento de CDs para aplicacdes em fisica médica e nanotecnologia terandstica, tema

que sera aprofundado na secdo subsequente [5,6,39].

5.1.3 Desafios Comuns e Perspectivas

Independentemente da abordagem adotada, a sintese de CDs enfrenta desafios transversais que
permanecem como fronteiras abertas na literatura especializada [14,36]. O controle preciso da
distribuicdo de tamanho constitui a preocupacdo mais recorrente, uma vez que a
polidispersidade dimensional altera diretamente as propriedades Opticas das nanoparticulas e
dificulta a reprodutibilidade dos resultados entre diferentes grupos de pesquisa [14,36]. A
tendéncia a agregacdo carbondcea durante a carbonizagdo, o ajuste das caracteristicas

superficiais para o controle da solubilidade e a escalabilidade dos processos produtivos sdo
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obstaculos igualmente reportados na maioria dos métodos convencionais [36]. A padronizagao
das etapas de purificagdo, realizadas por meio de centrifugacdo, dialise, eletroforese em gel ou
cromatografia de exclusdo por tamanho, ¢ apontada como indispensavel para a obtengao de
materiais com propriedades consistentes e resultados comparaveis entre diferentes estudos [11].
Abordagens emergentes, como o microplasma ndo térmico, tém sido investigadas como
alternativas capazes de superar a distribuicdo ndo uniforme de tamanho caracteristica dos
métodos convencionais, operando sob pressdo atmosférica e a temperaturas moderadas, com
elevada pureza do produto [36]. A adogdo de precursores moleculares bem definidos, a
incorporagao de heterodtomos durante a sintese e o uso de estratégias computacionais, como a
Teoria do Funcional da Densidade (DFT), para o planejamento racional dos CDs sao
recomendados para superar essas limitagdes e consolidar a nanotecnologia dos pontos de

carbono como uma plataforma confiavel para aplicagdes biomédicas [14].

5.2 Rota Hidrotérmica e a Sintese Verde
5.2.1 Fundamentos da Quimica Verde Aplicados a Sintese de CDs

O avango das metodologias de sintese de pontos de carbono nas ultimas décadas foi
impulsionado, em grande parte, pela necessidade de superar as limitagdes ambientais e
econdmicas inerentes as abordagens convencionais discutidas na se¢do anterior. Nesse
contexto, a quimica verde emerge como um referencial orientador de grande relevancia.
Estabelecida por Anastas e Warner a partir dos doze principios formalizados na Lei de
Prevencao da Poluigdo de 1990, essa filosofia cientifica propde o desenvolvimento de produtos
e processos quimicos que eliminem ou minimizem o uso e a geragdo de substincias nocivas
desde a concepgao do método, atuando no mais elevado nivel da hierarquia de prevencao da
poluicao [40]. Aplicados a sintese de CDs, esses principios se traduzem objetivamente na
substituicdo de solventes organicos toxicos por dgua ou solventes benignos (ou solventes
verdes), na preferéncia por precursores renovaveis e de baixo custo em detrimento de
hidrocarbonetos aromaticos potencialmente carcinogénicos, na reducao do consumo energético
por meio de rotas a temperatura moderada e no desenvolvimento de protocolos capazes de

minimizar a geracao de subprodutos e residuos ao longo do processo [27,40].

As abordagens convencionais de sintese, tanto top-down quanto bottom-up, baseadas em

reagentes sintéticos, apresentam fragilidades significativas sob essa perspectiva: exigem
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solventes toxicos, precursores de alto custo, moléculas organicas perigosas e elevado aporte de
energia, o que compromete sua viabilidade em um contexto de desenvolvimento sustentavel
[40]. A sintese verde, por sua vez, emprega técnicas como a carbonizag¢dao hidrotérmica, a
irradiagao por micro-ondas, a ultrassonagdo e a termolise a partir de biorrecursos, substituindo
insumos prejudiciais por matérias-primas naturalmente disponiveis e abundantes no
ecossistema [27], [40]. Dentre esses métodos, a rota hidrotérmica consolidou-se como a
estratégia de maior adogao na sintese verde de CDs, dada a combinagdo tnica de simplicidade
operacional, eficiéncia energética, baixo custo e compatibilidade com uma ampla gama de

precursores de biomassa [6,27,41].

5.2.2 Principios ¢ Mecanismo da Rota Hidrotérmica (ou Hidrotermal)

O método hidrotermal fundamenta-se na promocao de reacdes quimicas em meio aquoso sob
condi¢des de temperatura e pressdo superiores aos pontos de ebulicio e a pressdo atmosférica
normais, confinadas em um sistema fechado [41]. Operacionalmente, o processo ¢ conduzido
em autoclaves de aco inoxidavel com revestimento interno de politetrafluoretileno (Teflon),
que funcionam como reatores de pressdo capazes de suportar as condi¢des termodinadmicas
necessarias para a carbonizacao dos precursores organicos [27, 41,42]. A solugdo precursora,
composta por fonte de carbono, dgua e eventuais agentes auxiliares, ¢ inserida na autoclave,
que ¢ entdo hermeticamente selada e submetida ao aquecimento em forno de ar, a temperaturas
tipicamente compreendidas entre 100 e 300 °C, por periodos de 3 a 12 horas [27,41]. A
propor¢do entre dgua e biomassa no meio reacional pode variar de 5:1 a 75:1, sendo esse
parametro determinante para o rendimento e as caracteristicas morfologicas dos CDs obtidos

[41].

O sistema experimental empregado na sintese hidrotermal € ilustrado na Figura 8. Observa-se
que a reagao ¢ conduzida em um recipiente interno de politetrafluoroetileno (Teflon),
acomodado no interior de uma autoclave de aco inoxidavel hermeticamente fechada. Esse
arranjo permite o aquecimento da solu¢do precursora sob elevada pressdo autogerada,
mantendo a 4gua no estado liquido mesmo em temperaturas acima de seu ponto de ebuli¢ao
atmosférico. Nessas condicdes, favorecem-se as reacdes de carbonizagdo responsaveis pela

formac¢ao dos CDs, conforme descrito anteriormente [27,41,42].
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Figura 9 — Esquema do sistema experimental utilizado na sintese hidrotermal de pontos de carbono, constituido
por um recipiente interno de Teflon, inserido em uma autoclave de aco inoxidavel, capaz de suportar elevadas
temperaturas e pressdes durante o processo de carbonizagdo. Fonte: Adaptado de He et al. (2018) [42].

Do ponto de vista mecanistico, a formagao dos CDs por rota hidrotermal ocorre em quatro
estagios sequenciais e interdependentes: polimerizagdo, aromatizagao, nucleagdo e crescimento
[27,40,43]. As principais transformacdes quimicas envolvidas na formagao dos CDs pela rota
hidrotermal sdo esquematicamente representadas na Figura 10. Inicialmente, os compostos
organicos provenientes da biomassa sofrem reacdes de condensagado e de acoplamento térmico,
gerando intermedidrios poliméricos. Em seguida, esses intermediarios evoluem por processos
de polimerizagdo e aromatizag¢do, formando estruturas conjugadas ricas em carbono sp?. A
continuidade do aquecimento promove a nucleacdo e o crescimento das nanoparticulas,
culminando na carbonizagdo e na obten¢do de CDs funcionalizados. Embora represente um
mecanismo geral, o esquema evidencia as principais etapas responsaveis pela evolugao

estrutural das nanoparticulas durante a sintese hidrotérmica [27,40,43].

Na etapa de polimerizacdo, as moléculas do precursor carbonaceo sofrem desidratacdo e
condensacdo, formando oligdmeros e polimeros de cadeia curta. A aromatizagdo subsequente
promove o rearranjo e a ciclizagdo dessas cadeias em estruturas conjugadas de dominios sp?,
andlogas a fragmentos grafiticos. A nucleagdo marca o inicio da formagdo das nanoparticulas
propriamente ditas, com a agregacdo progressiva das estruturas aromatizadas em nucleos
incipientes. Por fim, o estdgio de crescimento define as dimensdes finais dos CDs, cuja
distribuicdo de tamanho ¢ governada pela temperatura, pela duracio da reacdo, pelo pH do meio

e pela natureza quimica do precursor [27,41,43]. Ao término da reacdo, a autoclave € retirada

46



do forno e resfriada naturalmente, e o conteudo ¢ recuperado e submetido a etapas de
purificacdo por filtragdo e centrifugagdo para remog¢do de precursores ndo reagidos e

subprodutos indesejados [41].
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Figura 10 — Representag@o esquematica do mecanismo de formacdo de CDs por rota hidrotérmica, evidenciando
as etapas sucessivas de condensacdo, polimerizagdo, aromatizagdo, carbonizagdo, nucleagdo e crescimento das
nanoparticulas até a obtencao dos CDs. Fonte: Bressi ef al. (2023) [43].

Uma das caracteristicas mais relevantes da rota hidrotermal sob a Optica da sintese verde ¢ a
capacidade do processo de incorporar heteroatomos naturalmente presentes nas fontes de
biomassa, como nitrogénio (N), enxofre (S) e fosforo (P), diretamente na estrutura dos CDs por
meio do mecanismo de autodopagem, sem necessidade de etapas adicionais de modificacdao
quimica [27]. Essa incorporagdo intrinseca de heteroatomos confere aos CDs produzidos por
rota verde propriedades Opticas aprimoradas e superficies ricas em grupos funcionais

hidrofilicos, aspectos que serdo tratados em detalhe no topico subsequente [27,40].

5.2.3 Precursores de Biomassa: Categorias e Diversidade

A sintese verde de CDs por rota hidrotermal admite uma diversidade notavel de precursores de
origem bioldgica, que podem ser organizados em duas grandes categorias: pequenas moléculas
derivadas da biomassa e residuos de biomassa [40,43]. A primeira categoria compreende
compostos de baixa massa molecular, como monossacarideos (glicose e frutose),

polissacarideos (celulose e amido), aminoacidos (glicina, entre outros), proteinas (albumina,
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lisozima e caseina) e polimeros de uso corrente como o polietilenoglicol (PEG) e a
polietilenoimina (PEI) [40]. Esses compostos sdo ricos em grupos funcionais como hidroxila (-
OH), carbonila (-C=0) e amina (-NH>), que participam ativamente das reagdes de condensacao
e carbonizagao durante o processo hidrotermal e conferem aos CDs resultantes propriedades de

solubilidade aquosa, biocompatibilidade e funcionalidade superficial [40].

Na segunda categoria, os residuos de biomassa representam a vertente mais alinhada aos
principios da economia circular e do desenvolvimento sustentavel, uma vez que transformam
materiais descartados em nanomateriais de alto valor agregado [40,41]. Nesse grupo incluem-
se folhas de plantas (Tulsi, bambu, ginkgo, aloe, salgueiro), cascas de frutas e vegetais (banana,
laranja, toranja, abacate, arroz, nozes, roma, macga, repolho), residuos de alimentos (escamas de
peixe, folhas de couve-flor, borras de café, papel de escritorio), sucos e extratos naturais (cana-
de-agticar, morango, mamao, pepino, melancia) ¢ biomateriais de origem animal (seda de
casulo, gelatina, ovos) [27,40,41]. A abundancia, o baixo custo e a renovabilidade dessas fontes,
aliados a auséncia de toxicidade intrinseca, tornam os residuos de biomassa precursores ideais
para a produgdo de CDs destinados a aplicagdes biomédicas, nas quais o perfil de seguranca do

material ¢ um requisito fundamental [6,40].

Do ponto de vista quimico, a vantagem dos precursores de biomassa reside no fato de que
materiais naturais frequentemente contém heterodtomos, como nitrogénio e enxofre, em sua
composi¢do molecular nativa, dispensando etapas externas de dopagem e permitindo a
obten¢do de CDs com propriedades Opticas aprimoradas em uma Unica etapa reacional [40],
[41,43]. Estudos reportam, a titulo de exemplo, que CDs sintetizados a partir de seda de casulo
e de gelatina por via hidrotermal apresentaram rendimentos quanticos de 31,6% e 38%,
respectivamente, valores expressivamente superiores a média dos CDs nao dopados [14]. CDs
obtidos a partir de ovos de galinha, com ovalbumina como precursor proteico, alcangaram FQY

de 34,5%, enquanto CDs sintetizados a partir de residuos de agarose atingiram 62% [6,41].

5.2.4 Parametros Operacionais e Controle das Propriedades dos CDs

O controle das propriedades finais dos CDs sintetizados por rota hidrotermal ¢ diretamente
determinado pela otimiza¢do de um conjunto de pardmetros operacionais interrelacionados,
cuja manipulagcdo permite ajustar com precisdo as caracteristicas morfoldgicas, estruturais e

opticas das nanoparticulas [27,40,41]. A temperatura de reagdo constitui o parametro de maior
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impacto, em que operagdes conduzidas em temperaturas mais elevadas favorecem a grafitizacao
do ntcleo, resultando em maior ordenamento cristalino sp? enquanto temperaturas mais
brandas tendem a produzir nucleos predominantemente amorfos com maior densidade de
grupos funcionais de superficie [27]. O tempo de reacdo, por sua vez, influencia o estagio de
crescimento dos CDs, em que tempos prolongados promovem maior cristalinidade e
intensidade de fluorescéncia, ao passo que tempos excessivamente longos podem induzir o
crescimento descontrolado das particulas e comprometer a monodispersidade do produto [41].
O pH do meio reacional condiciona a protonacdo e desprotonag¢do dos grupos funcionais do
precursor, afetando diretamente a cinética de condensacdo e o perfil de emissdo
fotoluminescente dos CDs resultantes [27,40]. A natureza e a concentragdo do precursor, bem
como a propor¢do agua/biomassa, completam o conjunto de varidveis criticas a serem
controladas para a obtencdo de CDs com as caracteristicas desejadas [40,41,43]. Dados
quantitativos reportados na literatura ilustram essas relagdes, em que CDs sintetizados a partir
de cascas de toranja a 200 °C por 3 horas resultaram em particulas de 2 a 4 nm, com FQY de
6,9%; CDs de mamao a 200 °C por 5 horas produziram particulas de 2 a 6 nm, com FQY de
18%; CDs de repolho a 140 °C por 5 horas geraram particulas esféricas de 2 a 6 nm, com FQY
de 16,5%; e CDs de péssegos verdes com amoOnia aquosa como fonte de nitrogénio produziram
particulas de aproximadamente 8 nm, com FQY de 15% [40]. Essa variabilidade demonstra que
mesmo dentro de uma mesma faixa de temperatura e tempo, a composi¢do quimica do precursor
exerce influéncia determinante sobre as propriedades finais dos CDs, refor¢ando a importancia

da sele¢do criteriosa da biomassa de partida [41].

5.2.5 Métodos Complementares de Sintese Verde

Embora a rota hidrotermal seja a estratégia predominante na sintese verde de CDs, outros
métodos, igualmente alinhados aos principios da quimica verde, desempenham um papel
complementar relevante na literatura, diferenciando-se principalmente pelo mecanismo de

aquecimento, pelo tempo de reagdo e pela distribuicdo de tamanho do produto [27,41].

A sintese assistida por irradiacao de micro-ondas utiliza a interacao de ondas eletromagnéticas
com moléculas polares do precursor para promover aquecimento rapido, uniforme e
volumétrico, convertendo a matéria-prima em CDs em tempos de reacao significativamente
menores do que os requeridos pela rota hidrotermal convencional [41]. Estudos demonstram

que esse método € capaz de produzir CDs a partir de diversas biomassas, como cascas de
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palmeira (FQY de 44%, tamanho de 6—7 nm), caseina do leite (FQY de 18,7%), albumina sérica
bovina com ureia (FQY de 14%), entre outras fontes vegetais e proteicas [40,41]. Apesar da
praticidade e da velocidade, a sintese por micro-ondas pode gerar produtos com maior grau de
polidispersidade quando os parametros de poténcia e tempo nao sdo adequadamente

controlados, o que demanda etapas adicionais de purificagdo [41].

A sintese assistida por ultrassom baseia-se no fendmeno de cavitagdo acustica, que gera o
colapso de microbolhas induzidas por ondas sonoras de alta intensidade, produzindo pontos
localmente elevados de temperatura e pressao, suficientes para promover a carboniza¢do dos
precursores em temperatura ambiente do meio reacional [41]. Esse mecanismo elimina a
necessidade de equipamentos de alta pressao e simplifica o protocolo de sintese, embora os
rendimentos quanticos obtidos variem entre 2,4% e 60,18%, dependendo da natureza do
precursor ¢ das condi¢des operacionais [41]. A pirdlise de biomassa, por fim, opera em
temperaturas entre 300 e 1000 °C sob atmosfera inerte, sendo aplicavel a fontes sélidas como
cascas de arroz, folhas de plantas, residuos agricolas e subprodutos alimentares; sua principal
vantagem reside na escalabilidade e na auséncia de solventes, enquanto a principal limitacao ¢
a necessidade de passivacdo posterior dos CDs para ativagdo de suas propriedades Opticas

[40,41].

5.2.6 Relevancia da Sintese Verde para a Fisica Médica e a Nanotecnologia Terandstica

A convergeéncia entre a rota de sintese verde, os requisitos da fisica médica e da nanotecnologia
teranostica ndo € casual, mas decorre de exigéncias estruturais intrinsecas as aplicacdes
biomédicas de nanomateriais. Plataformas terandsticas destinadas ao diagndstico e a terapia
simultaneos em organismos vivos impdem restri¢cdes rigorosas quanto a biocompatibilidade, a
toxicidade residual, a estabilidade quimica em meios fisiologicos e a reprodutibilidade das
propriedades oOpticas dos agentes nanométricos empregados [6,27]. Nesse cenario, CDs
produzidos por sintese verde a partir de biomassa atendem naturalmente a essas exigéncias, em
que a auséncia de metais pesados em sua composicdo elementar, a presenca de grupos
funcionais hidrofilicos na superficie, como carboxilas e hidroxilas, que conferem
dispersibilidade em meios aquosos, € o perfil de baixa citotoxicidade documentado para a
maioria das fontes naturais testadas posicionam esses materiais como candidatos privilegiados
para uso em sistemas de bioimagem, entrega direcionada de fairmacos e diagndstico oncologico

[6,27,40].
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Estudos reportam, como exemplos de aplicagdo direta, a utilizacdo de CDs hidrotermais
derivados do leite como sondas fluorescentes de alta resolugdo para o imageamento de
linhagens celulares de glioma, bem como o desenvolvimento de CDs responsivos ao pH a partir
de fontes verdes para a deteccao seletiva de células cancerigenas por fluorescéncia [27]. CDs
amino-funcionalizados sintetizados a partir da quitosana por rota hidrotermal demonstraram
propriedades de luminescéncia por conversdo ascendente, potencialmente explordveis em
bioimagem por excitagdo no infravermelho préximo, modalidade de particular interesse em
fisica médica por propiciar maior profundidade de penetracao tecidual e menor fototoxicidade
ao organismo [27]. Esses resultados apontam para a sintese verde hidrotermal ndo apenas como
uma escolha ecologicamente responsavel, mas também como um caminho tecnicamente
superior para a obtencdo de CDs com as caracteristicas necessarias as aplicagdes terandsticas

que constituem o objeto central deste trabalho.

5.3 Engenharia de Superficie: Mecanismos de Dopagem Estrutural e Funcionalizagio

Os pontos de carbono obtidos por sintese verde, em especial pela rota hidrotérmica a partir de
biomassa, frequentemente apresentam FQY nativo inferior a 5% e funcionalidades de superficie
limitadas em seu estado bruto, o que restringe significativamente sua aplicabilidade em
plataformas biomédicas de alta exigéncia, como os sistemas terandsticos destinados ao
diagnostico e a terapia oncoldgica simultaneos [27,40]. Essa limitacdo decorre da presenca de
defeitos superficiais ndo controlados, como grupos epoxi e carboxilicos residuais, que atuam
como armadilhas de energia, facilitando a recombinag¢@o nao radiativa de pares elétron-lacuna
e comprometendo a eficiéncia luminescente do material [27]. A engenharia de superficie surge
como o conjunto de estratégias deliberadas para modificar, de forma controlada, as
propriedades eletronicas, opticas, quimicas e biologicas dos CDs verdes, compreendendo dois
eixos complementares e indissociaveis: a dopagem estrutural, que atua sobre a rede interna de
carbono, e a funcionalizagdo superficial, que opera na casca periférica das nanoparticulas

[2,7,14].

5.3.1. Passivacao Superficial e Purificacao

A passivagdo superficial constitui a etapa fundamental e preliminar de qualquer estratégia de
engenharia de superficie aplicada a CDs verdes, consistindo no bloqueio dos defeitos e
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armadilhas presentes na superficie das nanoparticulas por meio da deposi¢ao de uma camada
protetora de moléculas organicas ou poliméricas [40]. Ao suprimir as vias de recombinagdo nao
radiativa e aprimorar a eficiéncia de recombinag¢ao radiativa de elétrons e lacunas, a passivacao
resulta em um incremento tipico de 10 a 30% nos valores de FQY dos CDs tratados, além de
conferir maior estabilidade coloidal, hidrofilicidade e grupos funcionais reativos, como
carbonilas, aminas e carboxilas, que servem de ancoras para modificacdes subsequentes
voltadas as aplicagdes biomédicas [40]. Os agentes passivantes mais amplamente empregados
em sinteses verdes de CDs s@o o polietilenoglicol (PEG), a polietileneimina (PEI), a ureia, a
etilenediamina e a amdnia, que podem ser incorporados por liga¢ao covalente, pelo método sol-
gel ou por coordenagdio quimica aos grupos funcionais superficiais das nanoparticulas [40]. E
relevante destacar que, em sinteses a partir de biomassa, a passivacao pode ocorrer de forma
intrinseca, por meio do mecanismo de autodopagem, quando heterodtomos naturalmente
presentes no precursor sdo incorporados a superficie durante a carbonizagdo hidrotermal,

dispensando etapas externas adicionais e alinhando-se aos principios da sintese verde [27].

Paralelamente a passivacdo, as etapas de purificacdo pds-sintese sdo indispensaveis para
garantir a confiabilidade das propriedades opticas dos CDs verdes e a reprodutibilidade dos
resultados em contextos biomédicos [11]. Os métodos mais empregados sdo a centrifugacao, a
filtragdo por membrana, a didlise e a cromatografia de exclusdo por tamanho, que modulam o
produto de acordo com o parametro desejado. Por exemplo, filtracdo e didlise para controle
dimensional e centrifugacao para determinagao da densidade especifica [11]. Um alerta critico
da literatura diz respeito a purificagdo insuficiente, em que fluoréforos de pequenas moléculas
organicas, gerados como subprodutos da sintese de biomassa, podem atravessar membranas de
0,25 pm e contaminar o produto, gerando sinais de fluorescéncia ndo atribuiveis aos CDs
propriamente ditos e, assim, comprometendo a validade dos ensaios de biocompatibilidade e
toxicidade, de particular relevancia para o Capitulo 7 deste trabalho [11]. Recomenda-se,
portanto, que CDs verdes derivados de fontes de biomassa sejam submetidos a multiplas etapas
de purificacdo combinadas, dado que nenhuma ferramenta isolada tem demonstrado eficacia

suficiente para materiais de origem natural complexa [11].

5.3.2. Dopagem Estrutural em CDs verdes

A dopagem estrutural dos CDs consiste na introducdo intencional de heterodtomos ou ions

metalicos na rede de carbono durante o processo de sintese, com o objetivo de modificar a
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estrutura eletronica do material, ampliar o nimero de estados emissivos e elevar o FQY de
fluorescéncia aos patamares exigidos pelas aplicagdes em fisica médica e terandstica [14,38].
No contexto da sintese verde por rota hidrotermal, essa dopagem pode ocorrer de forma
intrinseca, quando os heterodtomos ja estao presentes na composi¢do da biomassa precursora,
ou de forma dirigida, por meio da adig¢do de fontes especificas de dopantes a solugdo precursora
[38,40]. Durante o processo de dopagem, os orbitais atdmicos do dopante e do carbono se
fundem, alterando a distribui¢do da densidade eletronica, a largura da banda proibida (bandgap)
e as propriedades Opticas do material resultante, com impacto direto na fotoluminescéncia e na
capacidade de absor¢@o na regido do infravermelho proximo (NIR), faixa de comprimento de

onda de interesse para aplica¢des de bioimagem e fototerapia [2,14].

O nitrogénio (N) € o heterodtomo mais amplamente empregado na dopagem de CDs verdes,
devido a semelhanga de seu raio atdmico com o do carbono, o que facilita a substituicdo de
atomos de carbono na rede sem distor¢ao estrutural significativa [38]. A incorporagdo de N
introduz novos estados superficiais que facilitam a recombinagdo radiativa e reduzem a
probabilidade de decaimento nao radiativo dos elétrons excitados; os grupos amino associados
ao nitrogénio elevam o grau de conjugacdo do sistema m, potencializando as transi¢des
eletronicas e 0 FQY do material [27,38]. O nitrogénio pode ser incorporado em configuracdes
piridinicas, pirrolicas, grafiticas ou de amina, sendo a natureza do precursor nitrogenado, como
ureia, etilenediamina ou aminoacidos presentes naturalmente na biomassa, o fator determinante
para a configura¢dao predominante e, portanto, para o perfil dptico resultante [7]. O enxofre (S),
por sua vez, atua criando estados de energia que capturam elétrons fotoexcitados, funcionando
como armadilhas emissivas que evitam a autoextingdo do sinal de fluorescéncia; fontes de
enxofre como tioureia e cisteina, frequentemente presentes em biomassas proteicas, introduzem
funcionalidades de tiol, sulfonato e C—S/C=S que alteram a distribui¢dao de carga e as vias de

recombinacao radiativa [7,38].

A codopagem simultanea de N e S representa a estratégia de dopagem de maior impacto
documentada para os CDs verdes destinados a aplicacdes biomédicas: investigagdes
demonstraram que a codopagem de N e S elevou o FQY de 5,3% (CDs nao dopados) para
16,9% (N-CDs) e para 73% (N, S-CDs), com vida util de fluorescéncia aumentada de 7,45 ns
para 12,11 ns, valores expressivos para sondas de bioimagem e para monitoramento terapéutico
in vivo [38]. Esse efeito resulta da capacidade do atomo de S de eliminar estados superficiais

do oxigénio e estabilizar estados superficiais do nitrogénio, gerando centros emissivos
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adicionais que inibem o decaimento ndo radiativo [7,38]. CDs codopados com N e S,
sintetizados por meio de um método hidrotermal a partir de acido citrico e cisteina, em que
ambos os precursores sao abundantes e de baixo custo, apresentaram FQY de até 73%, atribuido
ao efeito sinérgico da dopagem, que inibe o decaimento nao radiativo e amplia os centros

emissivos, confirmando a viabilidade dessa estratégia no contexto da sintese verde [7].

A dopagem por ions metalicos, em particular com lantanideos como Yb** e Nd**, abre uma
dimensao de especial relevancia para a fisica médica: esses dopantes criam estados
intermediarios dentro da banda proibida dos CDs que deslocam a emissdo fotoluminescente
para a faixa de 998 nm e 1068 nm, respectivamente, inserindo os materiais nas janelas
terapéuticas do infravermelho préoximo NIR I e NIR II, condigdo que propicia maior
profundidade de penetracao tecidual, menor dispersao fotonica e reduzida autofluorescéncia
bioldgica de fundo em ensaios de bioimagem e em modalidades de fototerapia como PDT e
PTT [2,38]. Metais de transi¢ao como Mn?**, Fe**, Gd*" e Ni** também tém sido reportados como
dopantes eficazes, em que os CDs dopados com gadolinio possibilitam imagens multimodais
por fluorescéncia e ressonancia magnética (MRI) simultaneas, enquanto CDs tri-dopados com
N, S, e Ni demonstraram FQY absoluto de 54,7%, atribuido ao aumento da grafitizagao
promovido pelo Ni**, aliado a reducdo das vias ndo radiativas pelos heteroatomos, configuragao

diretamente aplicavel a plataformas teranosticas de diagnostico e terapia oncoldgica [7].

Um ponto critico que ndo pode ser negligenciado na sintese verde de CDs a partir de biomassa
de baixo custo ¢ o risco de dopagem involuntaria. Os materiais de origem vegetal e animal
frequentemente contém tracos de ions metdlicos e heterodtomos em sua composi¢ao natural,
que podem ser incorporados inadvertidamente a estrutura dos CDs durante a carbonizagdo
hidrotermal, resultando em mudangas imprevisiveis nas propriedades Opticas e, principalmente,
no perfil toxicoldgico do produto [40]. Esse fendmeno reforga a necessidade de caracterizagao
analitica rigorosa e de etapas de purificagdo criteriosas para quaisquer CDs verdes destinados a
aplicacdes biomédicas, aspecto que serd retomado no capitulo dedicado a biocompatibilidade e

seguranca bioldgica [40].

5.3.3. Funcionalizacdao Superficial para Aplicagdes Terandsticas

A funcionalizagdo superficial dos CDs verdes compreende o conjunto de modificagdes

quimicas realizadas na casca periférica das nanoparticulas para adaptar suas interagdes com o
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meio biologico, ampliar sua estabilidade coloidal em fluidos fisioldgicos, aprimorar suas
propriedades Opticas e viabilizar o reconhecimento molecular especifico de estruturas celulares
relevantes para o diagnostico e a terapia oncoldgica [7,20,44]. Essa estratégia organiza-se em
dois niveis hierarquicos: primeiro, a funcionalizagdo primaria, que estabelece os grupos
funcionais reativos de base; e, posteriormente, a funcionalizagdo secundaria, que utiliza esses
grupos como ancoras para conjugacao com moléculas de interesse biomédico [20,44]. A Figura
11 resume o processo de engenharia de superficie descrito acima, distinguindo a etapa de
funcionalizacdo primaria, na qual grupos hidrofilicos, como carboxila, amino e hidroxila, sdo
incorporados a casca do ponto de carbono. A funcionalizagdo primaria pode ser definida pela
escolha adequada dos precursores na sintese bottom-up ou pela oxidagao de estruturas obtidas
por rotas top-down. Devido a funcionalizagdo secundéria, esses grupos primarios servem de
ancoradouro para a conjugacdo, covalente ou nao, de moléculas funcionais adicionais, como
ligantes de reconhecimento, farmacos e fotossensibilizadores [20,44]. Essa distingdo
esquematica ajuda a compreender por que a funcionalizacdo superficial ndo apenas corrige
defeitos que favorecem a recombinac¢do ndo radiativa, mas também abre caminho para a

incorporagao de funcionalidades biomédicas voltadas a oncoldgica terandstica [20].

Secondary functionalization

@ Primary functionalization gy (or Surface modification)
Y = linker, photosensitizer, targeting ligand,
drug, gene
top-down or
bottom-up Surface oy
syntheS|s mod|f|cat|on by
Carbon @ or @ Y
precursors amldatlon
silylation,
X = OH or COOH or NH; esterfication,
sulfonylation,
copolymerization,

Schiff base interaction,

n-interaction,

metal ion complexation,
electrostatic interaction

Figura 11 — Etapas de funcionalizag@o da superficie dos pontos de carbono: incorporagdo de grupos hidrofilicos
primarios e conjugacdo secundaria com moléculas funcionais. Fonte: Adaptado de Tegafaw et al. (2025) [20].

A funcionalizacdo primdria consiste na geracdo ou preservacao de grupos funcionais

hidrofilicos na superficie dos CDs, como a carboxila (—COOH), o amino (—NH:) e a hidroxila
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(—OH), que conferem dispersibilidade em meios aquosos e servem de sitios reativos para as
estratégias subsequentes [20]. No contexto da sintese verde, esses grupos sdo obtidos
naturalmente pela escolha adequada dos precursores de biomassa, que sdo fontes ricas em
aminoacidos, proteinas e carboidratos, gerando CDs com superficies funcionalizadas desde a

etapa de carbonizag¢do hidrotermal, sem necessidade de etapas adicionais de oxidagdo [7], [20].

Entre as estratégias de funcionalizacdo covalente secundaria, a amida¢ao com os reagentes
EDC/NHS ¢ a mais empregada na bioconjugacao de CDs verdes em aplicacdes oncolodgicas
[7,20]. O mecanismo envolve a reacdo da EDC com grupos carboxila da superficie dos CDs
para formar um intermedidrio instavel de O-acilisotrea, imediatamente estabilizado pelo NHS
em um ¢éster semi-estavel que reage seletivamente com grupos amina de biomoléculas, ligantes
direcionados, fotossensibilizadores ou farmacos anticancer, estabelecendo uma ligagdo amida
estavel e covalente [20]. A esterificag@o, por sua vez, forma ligagdes éster entre grupos alcool
dos CDs e acidos carboxilicos de moléculas de interesse, sendo essas ligagdes suscetiveis a
hidroélise em pH acido, condicao prevalente no microambiente tumoral (pH = 5), o que a torna
uma estratégia de funcionalizagdo intrinsecamente responsiva a libera¢dao controlada de
farmacos anticancer no sitio tumoral [20]. A reacdo de base de Schiff, que liga aminas primarias
dos CDs a compostos carbonilicos para formar ligacdes imina igualmente hidrolisdveis em pH
acido, compartilha essa mesma propriedade de responsividade ao microambiente tumoral, o
que possibilita sistemas de entrega de fArmacos com liberagdo seletiva no tecido cancerigeno
[20]. A sililagdo com APTES introduz ligacdes O-Si covalentes e grupos amina adicionais,
ampliando as possibilidades de conjugacdo, aumentando a biocompatibilidade e a
dispersibilidade aquosa dos CDs, sendo especialmente relevante para aplicagdes em sistemas

de entrega direcionada de fArmacos que requerem encapsulamento controlado [20].

No plano das estratégias ndo covalentes, a interacdo eletrostatica entre CDs carregados
positivamente e adcidos nucleicos carregados negativamente, como DNA plasmidial ou RNA de
interferéncia, fundamenta as aplicagdes de terapia génica, nas quais os CDs atuam
simultaneamente como carreadores de material genético e como sondas de bioimagem para o
monitoramento da transfeccdo [20]. A complexacdo de ions metédlicos por ligacdes de
coordenacdo com grupos carboxila e amina superficiais permite a formagdo de complexos
metal-CD com propriedades Opticas e magnéticas modificadas: a coordenagao de ions Gd**, por

exemplo, habilita o material para imagem multimodal por fluorescéncia e ressonancia
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magnética simultaneas, constituindo uma plataforma diagnostica de elevada resolugdo espacial

e sensibilidade funcional [7,20].

A funcionalizagao polimérica com PEG e PEI representa uma etapa critica para a viabilizagao
clinica dos CDs verdes: CDs PEGilados demonstraram auséncia de efeitos toxicos em ensaios
in vivo em camundongos apo6s 28 dias de tratamento, e sua biocompatibilidade, em
concentragdes muito superiores as necessarias para bioimagem celular, foi documentada em
multiplos estudos [27]. A funcionalizacdo com PEI, cujas cargas catidnicas intensificam a
interagdo com membranas celulares carregadas negativamente, manteve a viabilidade dos
fibroblastos acima de 80% até a concentracao de 1000 pg/mL, o que constitui um limiar de
seguranga relevante para a seguranca radiologica e biologica das nanoparticulas em aplicagdes

clinicas [7].

O nivel mais avancado da funcionalizacdo superficial, e de maior relevancia para o tema deste
trabalho, ¢ a bioconjugacdo com ligantes direcionados que conferem aos CDs verdes a
capacidade de reconhecimento molecular especifico de células cancerigenas [1,27]. CDs
conjugados com acido foélico reconhecem o receptor de folato superexpresso em diversas
linhagens tumorais, desencadeando endocitose mediada por receptor, com entrega intratumoral
seletiva e reducdo dos efeitos fora do alvo, o que ¢ um requisito fundamental para a seguranga
radiologica e bioldgica dos sistemas teranosticos [7,27]. O aptdmero AS1411, um
oligonucleotideo que se liga a nucleolina, proteina superexpressa na superficie de células
cancerigenas, quando conjugado a CDs dopados com gadolinio, demonstrou amplificagdo
significativa do sinal em imagens de ressonancia magnética em células de adenocarcinoma,
integrando diagnoéstico de alta sensibilidade e especificidade em uma unica nanoparticula [7].
Peptideos iIRGD conjugados a CDs aumentam ativamente a permeabilidade dos vasos tumorais
por meio da interacdo com integrinas sobreexpressas no endotélio tumoral, potencializando a
entrega das nanoparticulas ao microambiente tumoral por mecanismo de transporte ativo,
fenomeno que sera aprofundado no capitulo seguinte, quando discutido em conjunto com o

efeito EPR [27].

5.3.4. Caracterizagdo da Engenharia de Superficie

A confirmagao efetiva das modificagdes introduzidas pela dopagem e pela funcionalizagdo em

CDs verdes requer técnicas analiticas especificas, complementares as empregadas na
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caracterizagdo morfoldgica descrita no Capitulo 4 [14]. A espectroscopia de fotoelétrons de
raios X (XPS) ¢ a técnica central para a verificagdo elementar da dopagem, identificando as
ligagdes C—N, C—S e C—P formadas e revelando as configuracdes especificas dos heterodtomos
incorporados, como piridinico, pirrolico ou grafitico, o que permite correlacionar diretamente
a estrutura de dopagem com o comportamento optico observado [14]. A espectroscopia FTIR
mapeia os grupos funcionais introduzidos pela funcionalizagdo, detectando as vibragdes
caracteristicas de ligagdes de interesse biomédico como C—S, Si—O—Si, P=0O e C—N, além de
confirmar a formacao de amidas, ésteres e iminas resultantes das reagdes de funcionalizacao
secundaria; a dopagem por ions metalicos, contudo, ¢ indetectavel por essa técnica,
demandando analise complementar por XPS ou espectrometria de massas [14]. A
espectroscopia Raman quantifica a razdo entre as bandas D (= 1350 cm™) e G (= 1600 cm™),
denominada razdo D/G, em que valores mais elevados indicam maior densidade de defeitos
estruturais introduzidos pela dopagem, informagdo relevante para correlacionar o grau de
modificacao da rede com o FQY obtido [14]. O potencial zeta avalia a carga superficial liquida
resultante da funcionalizagao, sendo essencial para verificar se a modificacao conferiu aos CDs
a estabilidade coloidal necessaria a sua dispersdo em fluidos bioldgicos e as interagdes
eletrostaticas pretendidas com membranas celulares [14]. O espalhamento dinamico da luz
(DLS), por fim, mede o didmetro hidrodindmico das nanoparticulas em solu¢do, fornecendo
informacdes sobre a extensao das camadas de funcionalizagdo depositadas na superficie e sobre
a tendéncia a agregagdo, parametro diretamente associado a farmacocinética de eliminagao

renal dos CDs, tema que sera abordado no Capitulo 7 [14].

6. A PLATAFORMA TERANOSTICA

A Figura 12 apresenta uma visdo integrada das principais aplicagdes teranosticas dos CDs [45].
A multifuncionalidade dessas nanoparticulas permite combinar bioimagem, entrega
direcionada de farmacos e diferentes modalidades terap€uticas em uma Unica plataforma,
possibilitando o monitoramento do tratamento em tempo real. Essa integra¢ao constitui um dos
principais fundamentos para o emprego dos CDs verdes como nanoagentes terandsticos em
oncologia e complementa os mecanismos de direcionamento passivo discutidos neste capitulo

[45].
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Figura 12 — Principais aplica¢des teranosticas dos CDs em plataformas oncoldgicas. Representagdo esquematica
das aplicagdes multifuncionais dos CDs, integrando bioimagem fluorescente, entrega de farmacos, terapia
fotodindmica (PDT), terapia fototérmica (PTT), terapia génica e monitoramento terapéutico. A combinacdo dessas
fun¢des em uma tinica nanoparticula caracteriza o conceito de terandstica, permitindo o diagndstico e o tratamento
de forma integrada. Fonte: Adrita et al. (2020) [45].

6.1 Aplicagdes em Bioimagem e Diagnodstico de Alta Resolugao

A bioimagem ¢ uma técnica que permite visualizar diretamente eventos bioldgicos em tempo
real e de forma ndo invasiva, por meio de sondas fluorescentes e detectores Opticos. Dentre as
modalidades de bioimagem disponiveis, como PET, imagem ultrassonica, TC, RM e imagem
optica, a imagem por fluorescéncia ganhou destaque por ser de facil execugdo, acessivel,
altamente sensivel e capaz de gerar fotografias de alta resolu¢do de estruturas celulares e
processos intracelulares, com fotobranqueamento e citotoxicidade minimos [31,33]. No
entanto, os fluoréforos convencionais, como os pontos quanticos a base de cadmio e os corantes
organicos, apresentam preocupacdes quanto a toxicidade ou ao baixo desempenho de
fluorescéncia, o que impulsionou o desenvolvimento dos pontos de carbono de sintese verde

(CDs verdes) como sondas fluorescentes de proxima geragado [1,33,45].
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Os CDs verdes se destacam para aplicagdes em bioimagem devido as suas propriedades de
fotoluminescéncia relativamente alta, resisténcia ao fotobranqueamento superior a dos corantes
organicos, excelente biocompatibilidade, baixa citotoxicidade, emissao multicolorida ajustavel
por meio de um unico comprimento de onda de excitagdao, tamanho nanométrico favoravel a
penetragdo celular e a eliminagdo renal, além de grupos funcionais superficiais que permitem
funcionalizacdo direcionada a estruturas tumorais especificas [11,31,33]. Os CDs apresentam
maior durabilidade luminescente sob exposi¢do ao laser, em comparacdo aos corantes
convencionais, que sofrem degradagdo progressiva da fluorescéncia, enquanto os CDs mantém
o sinal relativamente estavel, o que representa uma vantagem critica em ensaios de longa
duracdo [11]. Um exemplo representativo do potencial dos pontos de carbono para bioimagem
in vivo de alta resolugdo ¢ o estudo de Bao et al. [46], no qual pontos de carbono quanticos com
emissao no infravermelho proximo (NIR) foram administrados por via intravenosa em
camundongos portadores de tumores H22 [46,47]. A escolha dos fluoréforos emissores nessa
faixa espectral, situada entre 650 ¢ 900 nm, conhecida como janela optica bioldgica, reduz a
absorcdo e o espalhamento da luz pelos cromdéforos teciduais, como a hemoglobina e a dgua,
permitindo maior profundidade de penetragdo do sinal e melhor discriminacdo entre a
fluorescéncia da sonda e a autofluorescéncia de fundo dos tecidos [47]. Esse comportamento
também foi demonstrado por Tao et al. [48], cujos pontos de carbono derivados de nanotubos
de carbono, ao serem rastreados por imagem de fluorescéncia in vivo, acumularam-se
inicialmente no figado e no baco e, em seguida, foram captados de forma expressiva pelos rins,
evidenciando a passagem das particulas pelo glomérulo renal e sua eliminacao final pela urina
e pelas fezes [47,48]. No caso dos pontos de carbono emissores no NIR, a fluorescéncia de
corpo inteiro progrediu de forma sist€émica logo apds a injecao e, poucas horas depois, o sinal
de fundo j4 havia diminuido o suficiente para que a regido tumoral se destacasse nitidamente
do tecido circundante, revelando o acumulo preferencial das nanoparticulas no sitio neoplésico

(Figura 13) [46, 47].
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Figura 13 — Imagens de fluorescéncia no infravermelho proximo (NIR) do corpo inteiro de camundongos, obtidas

em diferentes intervalos de tempo apés a administragdo intravenosa de pontos de carbono, evidenciando a

biodistribui¢ao sistémica e o acimulo progressivo no sitio tumoral. Fonte: Bao et al. (2018) [46].

Nos instantes iniciais apos a administragdo intravenosa, o sinal fluorescente dos pontos de
carbono se espalhou por todo o corpo do animal, refletindo sua distribuigao sist€émica no sangue.
Com o decorrer do tempo, essa fluorescéncia de fundo foi sendo progressivamente depurada
dos tecidos saudaveis, de modo que, cerca de trés horas apds a injegao, o sinal difuso ja havia
diminuido sensivelmente. Foi nesse intervalo que a regido tumoral passou a se sobressair com
nitidez em relagdo ao restante do corpo, uma vez que as nanoparticulas permaneceram retidas
preferencialmente no sitio neoplasico enquanto o sinal circulante ja se dissipava,
comportamento condizente com o acimulo seletivo de nanomateriais em tecidos tumorais [46],
[47]. Embora o exemplo utilize pontos de carbono obtidos por sintese solvotérmica
convencional, € ndo por rota verde, o comportamento Optico e farmacocinético observado
ilustra bem os principios gerais de bioimagem NIR e de depuracdo renal, que também se

aplicam, possivelmente, aos CDs verdes discutidos neste trabalho.

6.1.1 Mecanismos de Internaliza¢ao Celular e Distribui¢ao em Organelas

A internalizagdo celular ¢ o processo pelo qual os CDs atravessam a membrana plasmatica e

penetram no interior das células. Os CDs entram predominantemente por endocitose, processo
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ativo, dependente de energia e temperatura, ¢ por vias complementares, como a
macropinocitose, a endocitose mediada por clatrina, a endocitose mediada por caveolae e a
endocitose mediada por balsas lipidicas [33]. Uma vez no interior celular, os CDs se distribuem
seletivamente entre organelas, como mitocondrias, lisossomos, reticulo endoplasmatico,
aparato de Golgi e nucléolo, dependendo das caracteristicas superficiais e do tipo celular [2],
[33]. A imagem de organelas tem valor expressivo em diagnoéstico, sendo que disfungdes
mitocondriais € nucleolares estdo associadas ao cancer, a doenca de Alzheimer, a doenga de
Parkinson, ao diabetes ¢ a disfuncdo cardiaca [33]. Essa distribui¢ao intracelular ndo ocorre
exclusivamente em fun¢do do tamanho da nanoparticula, mas também esta relacionada a
presenca de grupos funcionais especificos, de heterodtomos incorporados a estrutura
carbonacea e de modificagdes superficiais introduzidas durante a sintese. Dessa forma, a

engenharia da superficie dos CDs constitui uma estratégia importante para controlar sua

localizagdo intracelular e direcionar aplicagdes especificas em diagnostico e terapia [20,49].

A capacidade de direcionamento subcelular ¢ de grande relevancia para aplicagdes biomédicas,
uma vez que alteragcdes funcionais em determinadas organelas estdo associadas a diversas
doencgas. A mitocondria, por exemplo, desempenha papel central em processos relacionados ao
metabolismo energético, a apoptose e a produgdo de espécies reativas de oxigénio, enquanto
alteragdes nucleares e nucleolares estao associadas a proliferacao celular desregulada, incluindo
mecanismos envolvidos no desenvolvimento tumoral. Assim, CDs capazes de realizar
marcacao seletiva de organelas podem fornecer informagdes relevantes para a investigacdo de
mecanismos patoldgicos e para o desenvolvimento de estratégias diagnosticas mais precisas

[33,47].

Os CDs verdes apresentam vantagens adicionais no contexto celular e/ou organelas devido a
possibilidade de obtencdo a partir de precursores renovaveis que contém grupos funcionais
naturais, como compostos fendlicos, aminoacidos, agucares e derivados lignoceluldsicos. Essas
caracteristicas podem favorecer a elevada hidrofilicidade, a estabilidade coloidal ¢ a
biocompatibilidade, além de permitir a modulagdo da interacdo com estruturas celulares por
meio do controle da composicao superficial. Entretanto, diferengas na fonte de carbono e nas
condi¢des de sintese podem alterar significativamente a distribui¢ao intracelular dos CDs,
tornando essencial a caracterizagdo detalhada de suas propriedades fisico-quimicas [6,17].
Estudos demonstram que a funcionalizagdo superficial dos CDs influencia diretamente a

capacidade de marcagdo intracelular. CDs verdes sintetizados a partir de m-fenilenodiamina e
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L-cisteina apresentaram elevada eficiéncia para a imagem da nucleolar em células fixadas e
vivas, com desempenho superior ao do marcador comercial SYTO RNASelect, evidenciando o
potencial desses nanomateriais para aplicagdes em bioimagem de alta resolugdo [2]. Além
disso, CDs com emissdao multicolorida (RGB) demonstraram capacidade de marcagao
diferencial de compartimentos celulares distintos, mantendo elevada viabilidade celular em
células MCF-7 ap6s 24 horas de exposi¢do a concentragdes entre 10 e 50 pg/mL, indicando

potencial para estudos de dinamica celular com baixa citotoxicidade [2].

Outro aspecto relevante diz respeito a capacidade de determinados CDs de atravessar barreiras
bioldgicas complexas. Carbon dots nitrogenados obtidos por sintese hidrotermal apresentaram
FQY elevado (51%), tamanho aproximado de 2,6 nm e capacidade de penetracdo nuclear apos
oito horas de incubacgdo celular. Além disso, esses nanomateriais demonstraram atravessar
modelos in vitro da barreira hematoencefalica, um comportamento atribuido a combinagao
entre o tamanho reduzido e as caracteristicas superficiais catidonicas, o que indica potencial de

aplicagdo em sistemas de diagndstico e monitoramento de tumores cerebrais [38].

Apesar das vantagens observadas, a internalizacdo celular excessiva ou a permanéncia
prolongada em determinadas organelas pode influenciar a resposta bioldgica dos CDs. A
interacdo com mitocOndrias, por exemplo, pode alterar o equilibrio oxidativo celular,
dependendo da concentragdo e da composicao superficial das nanoparticulas. Dessa forma, a
avaliacdo da localizacao intracelular, da citotoxicidade e dos mecanismos de eliminagao torna-
se essencial para o desenvolvimento de CDs, obtidos por sintese verde, seguros para aplicagdes
biomédicas [20,49]. Assim, a compreensdo dos mecanismos de internalizagdo e distribui¢ao
intracelular dos CDs verdes permite otimizar sua funcionalizagdo superficial e direcionamento
biologico, favorecendo o desenvolvimento de plataformas mais eficientes para bioimagem,

diagnostico precoce e terapias personalizadas.
6.1.2 Biodistribuicdo, Eliminacdo e Influéncia da Carga Superficial

A biodistribuicdo representa o conjunto de processos que determinam a localizagdo dos CDs
nos diferentes 6rgaos e tecidos apds sua administracao, enquanto a eliminagao corresponde aos
mecanismos responsaveis pela remocao dessas nanoparticulas do organismo. Esses parametros
sdo fundamentais para aplicagdes biomédicas, especialmente em sistemas de bioimagem e
teranosticos, pois o desempenho do nanomaterial depende da capacidade de alcangar o tecido

de interesse, permanecer por tempo suficiente para produzir o sinal desejado e ser
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posteriormente eliminado de forma segura, evitando bioacumulacdo e efeitos adversos

prolongados [47,49].

O comportamento farmacocinético dos CDs ¢ diretamente influenciado por suas propriedades
fisico-quimicas, incluindo o tamanho hidrodinamico, a composi¢ao elementar, o grau de
funcionalizacdo superficial e a carga elétrica. Nos CDs verdes, essas caracteristicas sao
fortemente determinadas pelo precursor renovavel utilizado e pelas condi¢des de sintese, uma
vez que compostos naturais provenientes de biomassa podem originar superficies enriquecidas
com grupos contendo oxigénio, nitrogénio ou outros heterodtomos. Essas funcionalidades
controlam a interagdo das nanoparticulas com proteinas plasmaticas, membranas celulares e

componentes do sistema imunol6gico, modificando sua distribui¢ao no organismo [6,17,27].

A carga superficial, frequentemente avaliada pelo potencial zeta, ¢ um dos principais fatores
responsaveis pela interacdo biologica dos CDs. Nanoparticulas com elevada carga positiva
apresentam maior interacdo eletrostatica com membranas celulares negativamente carregadas,
favorecendo sua internalizacdo; entretanto, essa mesma caracteristica pode aumentar a adsor¢ao
de proteinas plasmaticas e promover maior reconhecimento pelo sistema fagocitico
mononuclear, resultando em maior retengdo em 6rgaos como o figado e o bago. Em contraste,
CDs com superficies neutras ou proximas a neutralidade tendem a apresentar menor interacao
inespecifica com componentes biologicos, favorecendo maior tempo de circulagdo e maior

probabilidade de eliminagao renal eficiente [20,49].

Estudos de biodistribui¢do com técnicas avancadas de imagem, como a fluorescéncia no
infravermelho proximo (NIRF), demonstraram que os CDs apresentam padrdes de distribui¢ao
distintos, dependendo de suas propriedades superficiais. CDs fluorescentes administrados em
modelos animais foram detectados inicialmente na circulagdo e posteriormente distribuidos
principalmente em 6rgdos associados ao metabolismo e eliminagdo, incluindo figado, rins e
intestino. A intensidade e duragcdo desses sinais dependeram da composicdo superficial das
nanoparticulas, evidenciando a importancia da engenharia de superficie para controlar o destino
biologico dos CDs [48]. Além disso, estudos que utilizaram sistemas de imagem in vivo
demonstraram o potencial dos CDs para aplica¢des no direcionamento tumoral [48]. Bao et al.
(2018) [46] observaram que CDs emissores no infravermelho proximo apresentaram actimulo
tumoral apds administragdo intravenosa, associado ao aumento da permeabilidade e retengdo

(EPR), o que permite o acompanhamento por imagem ¢ a aplicacao fototérmica simultaneos.
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Apb6s o desempenho da fungdo terapfutica, essas nanoparticulas apresentaram reducao
progressiva do sinal nos 6rgaos, indicando processos de eliminacdo e baixa retencdo sistémica

prolongada [46].

A eliminacao dos CDs esta relacionada principalmente a capacidade de filtragao renal, processo
favorecido por particulas de pequeno tamanho hidrodinamico e elevada dispersibilidade em
meio aquoso. Nanoparticulas de dimensdes reduzidas podem ser excretadas pela urina,
reduzindo o risco de acimulo persistente nos tecidos. Entretanto, modificagdes superficiais que
aumentam excessivamente a interagdo com proteinas ou promovem agregacao podem alterar
esse comportamento, favorecendo retencdo em oOrgdos do sistema reticuloendotelial e
aumentando a necessidade de avaliacdo toxicoldgica detalhada [48,49]. Embora os CDs verdes
sejam frequentemente associados a maior biocompatibilidade devido a utilizagdo de fontes
renovaveis e auséncia de metais pesados em sua composi¢do, sua seguranca depende das
caracteristicas finais da nanoparticula. A presenca de grupos amina em elevada concentracao,
por exemplo, pode modificar a interacdo celular e aumentar a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), enquanto processos inadequados de purificagdo podem deixar residuos da
sintese, incluindo moléculas organicas, agentes passivantes ou outros contaminantes capazes
de interferir na resposta bioldgica [17,20]. Nesse contexto, a otimizacao da superficie dos CDs
verdes torna-se uma etapa essencial para o desenvolvimento de plataformas biomédicas seguras
e eficientes. A obtencdo de nanoparticulas com tamanho adequado, elevada estabilidade
coloidal, superficie hidrofilica e carga controlada permite equilibrar propriedades fundamentais
como capacidade de bioimagem, direcionamento tecidual, baixa toxicidade e eliminacdo
eficiente. Dessa forma, o controle da quimica superficial representa uma estratégia
determinante para aproximar os CDs verdes de aplicagdes clinicas em diagnostico e terapias

personalizadas [6,27,49].
6.1.3 Estratégias de Bioimagem Direcionada a Tumores

A bioimagem direcionada a tumores compreende estratégias destinadas a aumentar a
seletividade das sondas de imagem para o tecido neoplasico, permitindo maior contraste entre
regides tumorais e tecidos saudaveis. Esse direcionamento ¢ essencial para o diagnostico
precoce, o0 monitoramento da progressao tumoral e a avaliacdo da resposta terapéutica, pois
reduz sinais inespecificos ¢ melhora a resolucdo das imagens. Nesse contexto, os CDs,

especialmente os CDs verdes, apresentam vantagens devido as suas propriedades Opticas
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ajustaveis, elevada estabilidade fotoquimica, biocompatibilidade e possibilidade de

modificacdo superficial para reconhecimento especifico de células tumorais [2,4,46,47].

A capacidade dos CDs verdes de atuar como agentes de bioimagem tumoral estd diretamente
relacionada a engenharia de suas superficies. A incorporagdo de grupos funcionais contendo
oxigénio, nitrogénio ou moléculas biologicamente ativas permite modificar a interacdo das
nanoparticulas com componentes celulares, aumentando sua retengdo em determinados tecidos
ou favorecendo o reconhecimento de estruturas especificas associadas ao cancer. Dessa forma,
a escolha do precursor verde e das condigdes de sintese torna-se determinante para a obtengao
de nanoparticulas com propriedades adequadas de emissdo, estabilidade e direcionamento

bioldgico [6,17,27,46].

Atualmente, quatro estratégias principais sdo exploradas para direcionamento tumoral
utilizando CDs: acumulacdo passiva, baseada no aumento da permeabilidade e da reten¢do
(EPR); resposta ao microambiente tumoral; direcionamento ativo mediado por ligantes
especificos; e reconhecimento intrinseco proporcionado pelas caracteristicas superficiais da

propria nanoparticula [4,5,46].

A estratégia de direcionamento passivo baseia-se no efeito EPR, fendmeno associado as
alteragOes estruturais da vasculatura tumoral, caracterizada por maior permeabilidade vascular
e por deficiéncia na drenagem linfatica. Essas caracteristicas permitem que nanoparticulas com
tamanho e propriedades adequadas atravessem os vasos sanguineos tumorais € permane¢am
acumuladas no tecido neoplasico. Embora o efeito EPR seja amplamente explorado em sistemas
nanométricos, sua eficiéncia depende de fatores como o tamanho da particula, a circulagdo
sanguinea, a heterogeneidade tumoral e as caracteristicas do microambiente [8,50,51]. Em CDs,
o tamanho reduzido e a emissdo no infravermelho proximo favorecem aplicacdes de imagem

in vivo com menor interferéncia dos tecidos superficiais [46,48].

Outra estratégia envolve o desenvolvimento de CDs sensiveis as caracteristicas especificas do
microambiente tumoral. Os tumores apresentam caracteristicas distintas em relagdo aos tecidos
normais, incluindo redu¢do do pH extracelular, maior concentragdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), alteracdes metabdlicas e a presenga de enzimas especificas. A funcionaliza¢ao
dos CDs com grupos sensiveis a essas condi¢des permite modificar sua fluorescéncia ou
comportamento bioldgico em resposta ao ambiente tumoral, aumentando a especificidade do
sinal de imagem [4,5,46,49].
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O direcionamento ativo representa uma abordagem mais seletiva, baseada na conjugacdo de
CDs a moléculas capazes de reconhecer biomarcadores superexpressos em células tumorais.
Entre os ligantes utilizados encontram-se acido folico, anticorpos, peptideos e outras moléculas
de reconhecimento celular. Esses sistemas exploram diferencas moleculares entre células
tumorais e normais, aumentando a internalizacdo dos CDs em populacdes celulares especificas.
A funcionalizagdo com dacido folico, por exemplo, tem sido explorada devido a elevada
expressao de receptores de folato em determinados tipos de cancer, o que permite maior

seletividade em processos de imagem celular [25,46,52].

Além do direcionamento mediado por moléculas externas, alguns CDs apresentam capacidade
intrinseca de reconhecimento decorrente de sua composi¢ao superficial. Grupos funcionais
derivados dos precursores utilizados na sintese verde podem favorecer interagdes especificas
com c¢lulas tumorais, alterando a internalizagdo ou retengao intracelular. Esse comportamento
¢ particularmente interessante nos GCDs obtidos a partir de moléculas biologicamente ativas,
nas quais compostos provenientes da biomassa podem conferir propriedades adicionais de
reconhecimento ou de atividade bioldgica [6,17]. Um exemplo relevante, apresentado por Bao
etal. (2018) [46], que desenvolveram CDs emissores no infravermelho préximo para aplicagdes
terandsticas, combinando acompanhamento por fluorescéncia in vivo e terapia fototérmica apos
administracao intravenosa. Os autores observaram actimulo dessas nanoparticulas no tecido
tumoral por meio de direcionamento passivo, associado ao efeito de permeabilidade e retengao
aumentadas (EPR), demonstrando a possibilidade de utilizagdo dos CDs como plataformas

integradas de diagndstico e tratamento [46].

Apesar dos avangos, a traducao clinica dos CDs verdes direcionados a tumores ainda depende
da otimizacdo de fatores como a estabilidade em condigdes fisiologicas, o controle da
biodistribui¢do, a redu¢do da captacdo inespecifica e a avaliagdo completa da toxicidade.
Assim, a combinacdo entre sintese verde, funcionalizacdo superficial e estratégias de
direcionamento representa uma abordagem promissora para o desenvolvimento de agentes de

bioimagem tumoral mais seguros, sustentaveis e eficientes [4,27,49].

6.1.4 Janelas Terapéuticas NIR I e NIR II em Bioimagem

As regides espectrais do infravermelho proximo (NIR) tém recebido grande aten¢do em

aplicacdes biomédicas devido as vantagens decorrentes da menor interacdo da luz com os
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tecidos biologicos. Essas regides sdo geralmente divididas em primeira janela do infravermelho
proximo (NIR-I, aproximadamente 650—950 nm) e segunda janela do infravermelho préximo
(NIR-II, aproximadamente 1000-1700 nm), sendo consideradas faixas promissoras para
bioimagem devido a menor dispersdo da luz, menor absor¢do por componentes bioldgicos e
reducdo da autofluorescéncia de fundo em comparagdo aos métodos baseados na regido UV-
visivel [20,36]. Em contraste, técnicas convencionais fundamentadas na regido UV-visivel
apresentam maior interferéncia decorrente da absor¢ao e do espalhamento da luz pelos tecidos,
limitando, em geral, a profundidade de penetracdo a aproximadamente 1-3 mm, enquanto as
regides do NIR permitem a obtencdo de imagens em maiores profundidades e com melhor

relagdo sinal/ruido [20,36].

A utilizagdo de sondas fluorescentes emissoras nessas regides permite maior profundidade de
penetracdo da radiagdo nos tecidos, o que melhora o contraste e a resolugdo das imagens
obtidas. Enquanto técnicas convencionais baseadas em emissdo UV-visivel apresentam
limitagdes devido a intensa absor¢ao e ao espalhamento da luz pelos tecidos, especialmente em
aplicagdes in vivo, a fluorescéncia NIR apresenta menor interferéncia do meio bioldgico e
possibilita a visualizacdo de estruturas mais profundas. Estudos relatam que imagens com
fluorescéncia NIR podem atingir profundidades superiores as das técnicas convencionais, com
valores de aproximadamente 5—7 mm, podendo alcangar cerca de 8,5 mm em determinados
modelos experimentais e até 20 mm em tecidos de peito de galinha, demonstrando o potencial
dessas janelas espectrais para aplicagdes biomédicas avangadas [20]. Os CDs, especialmente os
modificados por dopagem com heterodtomos, apresentam caracteristicas favoraveis a
exploracdo dessas regides espectrais, devido a possibilidade de ajustar suas propriedades
opticas durante a sintese. A incorporagdo de elementos como nitrogénio e enxofre pode alterar
a estrutura eletronica da nanoparticula, favorecendo deslocamentos de emissao para regides de
maior comprimento de onda e ampliando sua aplicabilidade em sistemas de imagem in vivo
[36,38]. Por outro lado, os CDs dopados com S, N (S,N-CDs) foram reportados sua absorcao e
emissao na regidao do infravermelho proximo, associada a propriedades adequadas para
bioimagem, incluindo distribuicdo bioldgica favoravel, acimulo tumoral e eliminacdo renal.
Essas caracteristicas evidenciam a importancia da modificagdo quimica da superficie e da
estrutura eletronica dos CDs para obtencao de sondas com desempenho aprimorado em

ambientes biologicos [36].
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No contexto dos CDs verdes, a utilizagdo de precursores naturais representa uma alternativa
sustentavel para a obten¢do de nanoparticulas emissoras no NIR. Compostos derivados de
biomassa podem fornecer heteroatomos e grupos funcionais capazes de modificar as
propriedades opticas dos CDs, permitindo o desenvolvimento de materiais com emissao
ajustavel e potencial de aplicacdo em diagndstico e terapia. Por exemplo, os CDs obtidos a
partir de melancia sdo reportados como apresentando emissdo na regido NIR-II, entre 900 e
1200 nm, e FQY de 0,4%, elevada eficiéncia de conversao fototérmica sob excitagao a 808 nm
e rapida eliminagdo renal, demonstrando o potencial dessas nanoparticulas sustentaveis para

aplicagdes teranosticas [31,36].

Além da fluorescéncia convencional, os CDs também podem ser empregados em técnicas
hibridas de imagem, como a imagem fotoactstica (PA). Essa modalidade combina as vantagens
da absor¢do Optica com a detec¢do acustica, na qual a energia luminosa absorvida pelo agente
de contraste ¢ convertida em ondas ultrassonicas por meio de expansdo termoelastica. Como
resultado, a imagem fotoacustica apresenta maior profundidade de penetragdo e resolugao
espacial em comparacdo a fluorescéncia tradicional, sendo particularmente interessante para o
acompanhamento de tecidos profundos e de estruturas tumorais [36,38]. Diversos estudos
relatam a aplicacdo de CDs em sistemas fotoacusticos e fototérmicos. Por exemplo, N-CDs
foram utilizados para a visualiza¢do de linfonodos sentinelas em tempo real, enquanto S, N-
CDs foram empregados em estratégias que combinam imagem fotoacUstica e terapia
fototérmica in vivo, evidenciando a capacidade dessas nanoparticulas de atuar simultaneamente
como agentes diagndsticos e terapéuticos [36,38]. Essas aplica¢des reforcam o conceito de
plataformas terandsticas, nas quais um Unico nanomaterial integra detec¢do, monitoramento e

tratamento.

Nanoparticulas de carbono nitrogenadas com elevada capacidade de absor¢ao de dois fotons
apresentaram se¢ao transversal de absor¢do de aproximadamente 61.200 GM e rendimento
quantico de 63%, permitindo a visualizagdo de células vivas e de tecidos hepaticos em
profundidades de até 440 um [38,45]. Esses resultados demonstram o potencial dos CDs como
sondas fluorescentes avangadas para microscopia multifotonica e destacam o papel da
engenharia estrutural na obtengdo de propriedades Opticas superiores em materiais de carbono
sem metais [38,45]. Apesar dos avancos, o desenvolvimento de CDs verdes para aplicagdes nas
regioes NIR-I e NIR-II ainda depende do equilibrio entre propriedades Opticas, estabilidade

fisioldgica, biocompatibilidade e eliminagdo eficiente. Dessa forma, estratégias de sintese verde
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associadas a dopagem, a funcionalizacdo superficial e ao controle estrutural representam
caminhos promissores para produzir agentes de imagem mais seguros, sustentaveis e adequados

para aplicagdes clinicas futuras [6,17,27].

6.2 Mecanismos Terapéuticos Celulares

As mesmas propriedades Opticas que habilitam a bioimagem, via absor¢do de NIR, geragdo de
ROS sob irradiagao e conversao fototérmica eficiente, fundamentam as estratégias terapéuticas
dos CDs verdes, em terapia fotodindmica (PDT) e terapia fototérmica (PTT), entrega
direcionada de farmacos e terapia génica, combinadas em sistemas terandsticos multimodais

[4,16,31,33].

6.2.1 Terapia Fotodinamica (PDT)

A PDT ¢ uma modalidade terapéutica ndo invasiva que utiliza trés componentes indispensaveis:
fotossensibilizante, luz de comprimento de onda especifico e oxigénio molecular. O
fotossensibilizante absorve a energia luminosa e a transfere para moléculas de oxigénio
proximas, gerando ROS — *OH, Oz e 'O — que induzem danos oxidativos e morte das

células tumorais por apoptose ou necrose [31,53].

O mecanismo geral da terapia fotodinamica mediada por CDs envolve a ativagdo das
nanoparticulas por uma fonte luminosa adequada, promovendo a transferéncia de energia ou de
elétrons para as moléculas do microambiente celular. Esse processo resulta na formacao de
espécies reativas de oxigénio, responsaveis pelo estresse oxidativo e pelos danos a componentes
celulares essenciais, culminando na morte das células tumorais. A representacdo esquematica

desse processo ¢ apresentada na Figura 14 [2].
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Figura 14 — Representagdo esquemadtica do mecanismo de terapia fotodindmica mediada por CDs.

A ativagdo dos CDs pela irradiacdo luminosa promove a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
responsaveis pela inducdo de estresse oxidativo e de danos celulares, o que contribui para a eliminagdo de células

tumorais. Fonte: Adaptado de Nocito et al. (2021) [2].
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Dois mecanismos fotoquimicos operam na PDT, o Tipo I (transferéncia de elétrons, gerando
radicais) e o Tipo II (predominantemente transferéncia de energia ao O molecular, produzindo
'02) [14,31,53]. Os fotossensibilizantes evoluiram em trés geracOes historicas, primeira
(porfirinas, baixa seletividade), segunda (clorinas e ftalocianinas, maior especificidade) e
terceira (conjugag¢do com nanoparticulas e anticorpos, maior precisao), categoria na qual os

CDs verdes se inserem plenamente [53].

Os CDs verdes atuam como fotossensibilizantes autonomos, como nanoportadores de
fotossensibilizantes hidrofobicos convencionais ou como doadores de energia por meio de
FRET [3]. Cu-CDs demonstraram FQY de 'O: de 36% em neuroblastoma e cancer cervical,
tanto in vitro quanto in vivo [31]. TPP-CDs alcancaram inibi¢do tumoral de 82,87% versus
52,74% da TPP livre em hepatocarcinoma H22 [20]. R-CDs codopados com N e P reduziram
significativamente o volume tumoral in vivo em carcinoma pulmonar A549 [3], [20]. A PDT
ativa mecanismos imunoldgicos, em que o estresse oxidativo induzido por ROS provoca a
liberagcdo de DAMPs (HMGBI1, ATP, proteinas de choque térmico), ativando PRRs/TLRs,
recrutando células imunes e estimulando a produgao de IL-1, IL-6 e TNF-a para a eliminagao
de células tumorais residuais [53]. Ce6-RCDs desencadearam morte celular imunogénica, com
elevagao de CD80, CD86 e aumento de NK, CD4+ e CD8+ [21]. A hipoxia tumoral € a principal
limitagdo da PDT. CDs com CsN4 promovem a fotdlise da dgua, elevando a concentragdo de O-
intratumoral e revertendo a resisténcia hipdxica [33,53]. Mn-CDs com atividade catalitica

decompdem H»0- tumoral em O: in situ, o que amplifica a geragao de ROS [53].

6.2.2 Terapia Fototérmica (PTT)

A terapia fototérmica (PTT) ¢ uma modalidade terapéutica minimamente invasiva baseada na
conversao de energia luminosa, especialmente na regido do infravermelho préximo (NIR), em
energia térmica localizada por meio de agentes fototérmicos. Apds a absor¢do da radiagdo
incidente, esses materiais convertem a energia dos fotons em calor por meio de processos de
relaxacdo ndo radiativa, elevando a temperatura no microambiente tumoral. Quando a
temperatura ultrapassa aproximadamente 42 °C, ocorre comprometimento da viabilidade
celular devido a desnaturagdo de proteinas, a alteracdo da fluidez das membranas lipidicas, a
danos mitocondriais, com reducdo da producao de ATP, e a ativacdo de mecanismos associados

a resposta ao choque térmico celular [4,31,53]. A eficiéncia dessa estratégia ¢ determinada
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principalmente pela eficiéncia de conversdo fototérmica (PCE ou PCT), pardmetro que
representa a capacidade do nanomaterial de transformar a energia luminosa absorvida em calor.
Valores elevados de PCT indicam maior aproveitamento da radiacdo incidente e,
consequentemente, maior potencial terapéutico com menores doses de material e menor
intensidade de irradiacdo, sendo um parametro fundamental para avaliagdo de agentes

fototérmicos destinados a aplicacdo biomédica [4].

Os CDs verdes apresentam caracteristicas favoraveis para aplicagdes em PTT devido a presenca
de dominios conjugados sp?, estados superficiais ajustaveis e a possibilidade de dopagem com
heteroatomos, propriedades que favorecem processos de relaxagdo ndo radiativa e a dissipagao
eficiente da energia absorvida na forma de calor. Diferentemente de nanomateriais metalicos
tradicionalmente utilizados em PTT, os CDs verdes apresentam vantagens, como maior
biocompatibilidade, menor risco associado a acumulacao de metais pesados e a possibilidade
de obtengdo por rotas sustentaveis, utilizando precursores renovaveis [20,31]. A capacidade
fototérmica dos CDs foi inicialmente explorada em sistemas hibridos, como CDs incorporados
em matrizes porosas de carbono contendo Fe:0Os, o que permite a integragdo de multiplas
funcdes, incluindo ressondncia magnética (MRI), bioimagem fluorescente, carregamento de
farmacos e conversao fototérmica simultanea [9]. Esses sistemas demonstraram o potencial dos
CDs como plataformas multifuncionais capazes de integrar diagnostico e tratamento em uma

unica nanoparticula.

Diversos estudos demonstram a eficiéncia dos CDs e dos CDs modificados em aplicagdes
fototérmicas. CDs verdes derivados de politiofeno apresentaram eficiéncia de conversao
fototérmica de 78% sob irradiagdo a 808 nm, valor superior ao observado para nanoparticulas
de ouro, o que permite aplicagdes simultaneas de diagnostico e terapia em modelos animais [4].
N-O-CDs demonstraram capacidade de promover a destrui¢do tumoral completa em modelos
in vivo, sem causar danos significativos as células saudaveis adjacentes, evidenciando sua
seletividade terapéutica [31]. Em outro estudo, CDs dopados com N (N-CDs), administrados
por via intratumoral em um modelo de células HepG2, elevaram a temperatura de 27 °C para
50 °C apés a irradiagdo, resultando no desaparecimento completo do tumor, confirmado por

analises histoldgicas [38].

Além disso, modificag¢des superficiais podem melhorar o desempenho fototérmico e bioldgico

dos CDs. Nanoparticulas de carbono funcionalizadas com PEG800 apresentaram eficiéncia de
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conversao fototérmica de 38,7% e promoveram aproximadamente 91% de inibigdo tumoral, o
que se deveu a modificagdo superficial com polietilenoglicol (PEG), que contribuiu para o
aumento da estabilidade coloidal e da biocompatibilidade, bem como para a alteragdao das
propriedades eletronicas superficiais, favorecendo o deslocamento da absor¢do para maiores
comprimentos de onda e o aumento da conversdo térmica por meio da modulacdo do intervalo
energético HOMO-LUMO [9,20]. De forma semelhante, os CDs derivados de Camellia
japonica dopados com enxofre demonstraram capacidade de promover ablacdo tumoral
completa com baixas poténcias de laser, reforcando o potencial dos CDs derivados de fontes

naturais como agentes fototérmicos eficientes e sustentaveis [9].

6.2.3 Terapia Combinada PDT e PTT

A terapia combinada PDT e PTT apresenta efeito sinérgico devido a atuagdo complementar de
dois mecanismos fototerapéuticos. A PTT promove hipertermia localizada, podendo aumentar
a perfusdo sanguinea tumoral e favorecer a disponibilidade de oxigénio, o que contribui para
maior eficiéncia da PDT. Em contrapartida, as espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas
pela PDT podem danificar proteinas de choque térmico (heat shock proteins, HSP), reduzindo
a termotolerancia celular e aumentando a sensibilidade das células tumorais ao aquecimento
induzido pela PTT. A atuagdo simultanea desses mecanismos promove diferentes vias de morte
celular, dificultando o desenvolvimento de resisténcia terapéutica [4,33]. Por outro lado, os CDs
verdes destacam-se como plataformas multifuncionais para essa abordagem, pois podem
combinar propriedades fotossensibilizantes e fototérmicas em uma Unica nanoestrutura,
permitindo a geragdo de ROS e a conversdo de energia luminosa em calor simultaneamente [4],
[33]. Resultados experimentais demonstram a eficacia dessa estratégia. Ce6-RCDs em modelo
murino 4T1 apresentaram crescimento tumoral de aproximadamente 6,5 vezes no grupo tratado
apenas com PDT e de 3,5 vezes no grupo tratado apenas com PTT, enquanto a combinagao de
PDT e PTT reduziu o tumor para aproximadamente 30% do tamanho inicial apds 13 dias, com

necrose evidente ja no terceiro dia [3,20].

Os CDs codopados com S e N (S, N-CDs) aplicados em camundongos com tumores HelLa sob
irradiagdo a 660 nm promoveram ablacao tumoral quase completa no grupo combinado,
enquanto os grupos tratados apenas com N-CDs ou com laser isolado nao apresentaram efeito

significativo [20]. Além disso, CDs derivados de Hypocrella bambusae, obtidos por sintese
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verde, promoveram a inibicdo completa do crescimento tumoral, sem recidiva até o 14° dia
experimental, mantendo o peso corporal dos animais, o que indica baixa biotoxicidade [20].
Sistemas hibridos CD@Hydrogel de acido hialuronico, desenvolvidos para PDT e PTT
simultaneos, também demonstraram efeito inibitorio significativo sob laser NIR de 660 nm,
sem alteragdes relevantes no peso corporal [20]. Dessa forma, os CDs verdes representam
plataformas promissoras para terapias combinadas contra o cancer, pois associam elevada
versatilidade Optica, possibilidade de funcionalizacdo e capacidade de integrar diferentes

mecanismos terapéuticos em um unico sistema nanométrico.

6.2.4 Entrega Direcionada de Farmacos e Terapia Génica

A entrega direcionada de farmacos utiliza nanocarreadores capazes de transportar agentes
terapéuticos ao tecido tumoral, promovendo liberagdo controlada no local de agdo e
aumentando a eficiéncia terapéutica, enquanto reduz os efeitos adversos associados a
quimioterapia convencional [4,31]. Nesse contexto, os CDs verdes apresentam vantagens
devido a combinagdo de capacidade de carregamento molecular, biocompatibilidade e
propriedades fluorescentes, que permitem acompanhar, em tempo real, a distribuicdo e a
liberacdo do farmaco [4,33]. Alguns sistemas baseados em CDs apresentaram elevada
capacidade de carregamento, alcancando valores proximos de 96%, sem alteragdes
significativas na morfologia celular ou na inducdo inflamatéria nos modelos avaliados [4].
Diversos estudos demonstram a eficadcia dos CDs verdes como plataformas de liberagdo de
farmacos. Por exemplo, CDs derivados de leite associados a doxorrubicina (DOX)
apresentaram liberacao favorecida em meio acido (pH 5,0), além de localizagdo preferencial no
nucleo celular e maior inducdo de apoptose quando comparados a DOX livre [6], [39]. Sistemas
HA-CDs/DOX contendo o ligante pH-sensivel p-CBA promoveram inibi¢do tumoral de
78,53% no modelo murino 4T1, superior a observada com DOX livre (57,07%), devido a
combinag¢do entre direcionamento ativo mediado pelo receptor CD44 e acumulacdo passiva
pelo efeito EPR [20]. Da mesma forma, CDs emissores na regido vermelha, associados a DOX,
reduziram a viabilidade das células HelLa para 21%, enquanto a DOX livre apresentou

aproximadamente 50% de viabilidade celular na mesma concentragao [5].

Além da liberagao de farmacos convencionais, os CDs podem atuar como plataformas para pro-

farmacos e moléculas bioativas. Sistemas contendo cisplatina (IV) incorporada a polimeros
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responsivos ao pH apresentaram conversdo da carga terapéutica no microambiente tumoral (pH
de aproximadamente 6,8), favorecendo a internalizacao seletiva e maior eficdcia in vivo, com
redugdo dos efeitos adversos [4]. CDs verdes derivados de Aloe vera apresentaram atividade
contra cé¢lulas MCF-7, com ICso de 52,2 pg/mL, associada a geracdo intrinseca de ROS,
enquanto CDs de quitosano contendo curcumina induziram apoptose em aproximadamente

67% das células MCF-7 em pH 5,4, mantendo baixa toxicidade em células normais [27].

Além da entrega de farmacos, os CDs também tém potencial para terapia gé€nica. Suas
superficies catidnicas permitem a condensagdo e a protecdo de moléculas de DNA, siRNA e
miRNA, facilitando a internalizacdo celular por endocitose e possibilitando o rastreamento
fluorescente do processo, constituindo uma alternativa promissora aos sistemas tradicionais de
entrega génica [31,33]. Sistemas CD-PEI demonstraram eficiéncia de transfec¢do comparavel
ou superior a do PEI25k, porém com menor citotoxicidade. Além disso, CD-PEI-siRNA
promoveu silenciamento génico eficiente e inibicdo do crescimento tumoral in vivo em um
modelo de cancer de mama, com localiza¢do citoplasmatica confirmada apds 12 horas [2].
Outro exemplo envolve CDs derivados da casca de limao-doce, funcionalizados com PAMAM
e RGDS, que permitem o direcionamento ao receptor de integrina avf3, associado ao cancer
de mama triplo negativo (TNBC). Esse sistema apresentou propriedades teranosticas,
combinando entrega génica, direcionamento tumoral e resposta fluorescente modulada pela

presenca de Cu (II) [39].

6.2.5 Terapias Combinadas Emergentes

As terapias combinadas emergentes integram os CDs verdes a modalidades complementares a
PDT e a PTT para superar as limitagdes de cada abordagem e ampliar o espectro de acao sobre
o tumor [4]. A combinagdo de PDT e quimiodinamica (CDT), que envolve a geragdo de ROS
por meio da reag¢@o de Fenton a partir do H-0: endogeno tumoral, eleva os niveis totais de ROS
intratumorais para além das capacidades antioxidantes das células cancerigenas [4]. A
associacao entre PDT e quimioterapia € justificada pela inibi¢do da proteina P-gp, responsavel

pela resisténcia a multiplos farmacos, induzida pelos ROS fotogerados [4].

Sistemas 0-MOF@RCDs com anti-PD-L1 demonstraram potencializagdo simultanea da PDT,
CDT e PTT, com inibigdo de tumores primarios e prevencdo de metastases distantes em
modelos murinos, abrindo perspectivas para a integragdo dos CDs verdes a imunoterapia
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oncologica de proxima geracdo [53]. A terapia com Oxido nitrico (NO), gerado a partir de
nitreto de carbono grafitico modificado com poli-L-arginina sob irradiag¢do por laser de 660 nm,
induz apoptose de células tumorais sem consumo de O, superando especificamente o desafio

da hipoxia que limita a PDT convencional [4].

Em sintese, a plataforma teranodstica baseada em CDs verdes integra, em uma uUnica
nanoparticula de sintese sustentavel a partir de biomassa, capacidades de diagnostico por
fluorescéncia de alta resolugdo nas janelas NIR I e I, PDT e PTT, com sinergia comprovada in
vivo, entrega direcionada de quimioterapicos ¢ de material genético, com liberagao responsiva
ao microambiente tumoral. Também apresentam potencial de integracdo com modalidades
imunoldgicas e quimiodindmicas emergentes, constituindo uma das ferramentas mais
promissoras para a oncologia de precisdo em fisica médica, com potencial de traducdo clinica
dependente de padronizagdo dos protocolos de sintese, purificagdo e avaliagdo de seguranca de

longo prazo [4,7,27,33,53].

6.3 O Mecanismo de Direcionamento Passivo: Efeito EPR no Microambiente Tumoral.

As estratégias de bioimagem diagndstica e de terapia fotodinamica, fototérmica e de entrega de
farmacos descritas nos topicos anteriores dependem de um pressuposto fisico fundamental para
que funcionem de forma eficaz no tecido cancerigeno: a capacidade das nanoparticulas de se
acumular preferencialmente no microambiente tumoral, em detrimento dos tecidos saudaveis
adjacentes. Esse pressuposto ¢ sustentado pelo efeito de Permeabilidade e Retencao
Aprimoradas, do inglés Enhanced Permeability and Retention (EPR), descrito pela primeira vez
por Matsumura e Maeda em 1986, ao observarem o acimulo seletivo de macromoléculas em

tecidos tumorais de modelos animais, fenomeno que, desde entdo, se consolidou como um dos

pilares conceituais da nanomedicina oncolédgica [50,54,55].

6.3.1 Fundamentos Fisiopatolégicos do Efeito EPR

O efeito EPR ¢ definido como o acimulo seletivo e a reteng¢do prolongada de macromoléculas
e nanoparticulas no intersticio de tumores solidos, resultante de duas caracteristicas
fisiopatoldgicas distintivas desses tecidos, a hiperpermeabilidade vascular e a drenagem
linfatica comprometida [50,56]. Para suprir a demanda crescente de oxigénio e nutrientes

imposta pelo crescimento tumoral acelerado, as células cancerigenas estimulam a formagao de
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novos vasos sanguineos, processo denominado angiogénese tumoral, desencadeada pela
superexpressdo do VEGF e de outros mediadores pro-angiogénicos, como FGF e TNF-a [55],
[56]. Ao contrario dos vasos normais, 0s vasos tumorais sdo estruturalmente anomalos, com
lumens irregulares, membranas basais deficientes, escassez de pericitos funcionais e lacunas
endoteliais alargadas, com fenestragdes variando entre 100 e 780 nm. Em contraste, os poros
inferiores a 5 nm nos vasos normais permitem a extravasagao de nanoparticulas de 10 a 500 nm

para o espago intersticial tumoral [54,55,56].

A manutengdo dessa hiperpermeabilidade ¢ mediada por fatores vasculares enddégenos
produzidos em altas concentra¢des no tumor. A bradicinina induz a abertura de lacunas
endoteliais de 20 nm a 2 um por vasodilatagdo e pela contracdo do citoesqueleto das células
endoteliais, estimulando ainda a sintese de 6xido nitrico (NO) [50,56]. O NO, produzido em
grandes quantidades pela iNOS em leucoécitos infiltrantes, eleva a permeabilidade vascular
tumoral; seu derivado peroxinitrito (ONOOQO™) ativa MMPs que degradam componentes da ECM
e amplificam o EPR [55,56]. As prostaglandinas E1 e 12 contribuem adicionalmente para a

vasodilatagdo e extravasacdo por mecanismos analogos [55,56].

O componente de retengao prolongada decorre da auséncia de drenagem linfatica
funcionalmente eficaz nos tumores so6lidos. A linfangiogénese induzida por VEGF-C e VEGF-
D gera vasos linfaticos estruturalmente comprometidos, incapazes de drenar eficientemente o
fluido acumulado [56]. O crescimento tumoral eleva a pressdo do fluido intersticial (IFP) para
5 a40 mmHg, em comparagdo a 0 a 3 mmHg em tecidos normais, comprimindo mecanicamente
os vasos linfaticos e agravando a retencdo de macromoléculas extravasadas [50,56]. O
fendmeno ¢ demonstrado classicamente pela inje¢do de corante azul de Evans conjugado a

albumina, que se acumula seletivamente no tecido tumoral apds 24 horas [54].

6.3.2 Requisitos dos Nanocarriers para Exploragao Eficiente do EPR

Para que os CDs verdes explorem efetivamente o EPR, devem satisfazer requisitos fisico-
quimicos rigorosos [51,56]. O tamanho ¢ o parametro mais critico; nanoparticulas menores que
6 a 8 nm sdo eliminadas pelo filtro glomerular renal; maiores que 200 nm sdo capturadas pelo
sistema fagocitario mononuclear no figado e no bago. A faixa 6tima para a explora¢do do EPR
situa-se entre 10 e 200 nm, com estudos indicando que particulas entre 50 ¢ 100 nm alcangcam

o melhor equilibrio entre evasao renal, circulagdo prolongada e extravasamento pela vasculatura
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tumoral permeavel [51,56]. Os CDs verdes, com didmetros tipicos de 2 a 10 nm, situam-se na
faixa inferior; sua funcionalizagdo com PEG eleva o didmetro hidrodinamico efetivo e prolonga
o tempo de circulacdo, ampliando a janela temporal para acimulo tumoral mediado por EPR

[56].

A carga superficial influencia decisivamente o tempo de circulacdo e a biodistribuicao:
nanoparticulas com carga neutra ou ligeiramente negativa exibem maior evasao do sistema
fagocitario e meia-vida plasmatica prolongada, condicdo necessaria para acimulo tumoral
suficiente via EPR [50,56]. A PEGilagdo cria uma camada de hidratagdo que reduz a
opsonizagdo, confere neutralidade de carga efetiva e pode elevar a meia-vida plasmatica de
minutos para horas, viabilizando o gradiente de acumulo tumoral por EPR, com meia-vida ideal
superior a 8 horas [56]. A forma e a rigidez dos nanocarriers também modulam o transporte
baseado em EPR, em que nanoparticulas nao esféricas apresentam maior difusividade
intratumoral devido a maior for¢ca de empuxo radial; nanoparticulas mais macias tém menor

reconhecimento fagocitario e maior acimulo intratumoral [50,51].

6.3.3 Heterogeneidade do EPR e Desafios para a Traducdo Clinica

A heterogeneidade tumoral ¢ o principal obstaculo para a tradugao clinica consistente do EPR:
apenas cerca de 0,7% da dose de nanoparticulas administrada por via intravenosa se acumula
efetivamente no tumor em média, refletindo a diversidade entre pacientes, tipos tumorais e
localizacdo anatomica das lesoes [50]. Tumores com alta densidade vascular, como o carcinoma
hepatocelular, exibem EPR intenso, enquanto tumores com vasculatura escassa, como o cancer
pancredtico, apresentam EPR fraco, devido a barreiras estromais densas que dificultam a

penetracao das nanoparticulas [55].

A heterogeneidade decorre de variagdes na densidade e maturidade dos vasos entre regides do
mesmo tumor; de gradientes de IFP que impedem a penetra¢do de nanoparticulas no nucleo
tumoral, concentrando o acimulo na regido peritumoral; da densidade varidvel da ECM, rica
em colageno e 4cido hialurénico, que atua como barreira mecanica a difusdo; e da presenca de
macrofagos associados ao tumor (TAM), que capturam nanoparticulas como depodsitos de
liberagdo lenta [8,56]. A taxa de fluxo sanguineo em oOrgdos humanos normais ¢

aproximadamente 800 vezes superior a de camundongos, o que gera maior for¢a de
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cisalhamento vascular e lavagem mais rdpida das nanoparticulas, o que explica o hiato entre

resultados pré-clinicos e clinicos [54].

Analises de formulacdes clinicamente aprovadas, como o Doxil®, que atinge concentragdes 10
a 15 vezes superiores no tumor em relagdo ao tecido normal, demonstram que o EPR
efetivamente ocorre em tumores humanos; o problema observado nos ensaios clinicos foi a
PEGilagao excessiva, que reduziu a taxa de liberagao e a poténcia citotoxica da doxorrubicina
encapsulada, ndo a auséncia do EPR, distingdo conceitual fundamental para o design de

nanoplataformas teranosticas [54].

6.3.4 Estratégias para Amplificagdo do EPR em Plataformas Terandsticas

Diversas estratégias farmacologicas e fisicas amplificam o EPR para melhorar o acimulo
intratumoral de nanomedicinas [8,50]. Entre as estratégias farmacoldgicas, a normalizagao
vascular com bevacizumabe (anti-VEGF) ou sorafenibe, em doses intermediarias, restaura
parcialmente a arquitetura vascular, aumenta a perfusdo e reduz a IFP. Dados clinicos
documentam que o bevacizumabe, associado ao Doxil® no cancer de ovario, elevou a sobrevida
global de 10 para 33 meses [8]. Bloqueadores do receptor de angiotensina II, como o losartan,
reduzem o estresse solido que comprime os vasos € diminuem a expressao de colageno I na
ECM, com um ensaio clinico de fase II em cancer pancreatico mostrando uma sobrevida de 2
anos superior a 60% [8]. A angiotensina II administrada exogenamente induz vasoconstri¢ao
seletiva nos vasos normais, enquanto 0s vasos tumorais imaturos permanecem relaxados,
resultando em aumento seletivo do fluxo sanguineo tumoral de até 5,7 vezes [8,55]. O TNF-aq,
em doses adequadas, perturba as jungdes de adesdo das células endoteliais, resultando em um

acimulo de lipossomos até 10 vezes maior em modelos tumorais [8§].

Entre as estratégias fisicas, a radioterapia induz apoptose das células endoteliais e regula
positivamente VEGF e FGF, aumentando a permeabilidade vascular e reduzindo a IFP,
elevando a taxa de remissdo com Doxil® radiomarcado para mais de 70% em ensaio clinico
precursor [8,50]. A hipertermia moderada (39—43 °C) promove vasodilatacao local e aumenta
o fluxo sanguineo tumoral, favorecendo a extravasacao de nanoparticulas. Ha evidéncias de que
temperaturas acima de 42 °C induzem danos vasculares contraprodutivos, o que define uma

faixa terapéutica precisa [50,55].
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6.3.5 Imagem Guiada pelo EPR e Selecdo de Pacientes

A heterogeneidade interindividual do EPR constitui também uma oportunidade diagndstica, na
qual a visualizagdo nao invasiva do acimulo tumoral de nanoparticulas pode permitir a pré-
selecdo de pacientes com maior probabilidade de resposta, constituindo uma estratégia
denominada imagem terandstica guiada por EPR [8,50]. Essa abordagem desdobra-se em trés
modalidades: imagem indireta, que correlaciona parametros vasculares mensuraveis com o
acumulo de nanomedicinas; imagem por nanodiagnosticos companheiros, que emprega
nanoparticulas analogas as terapéuticas carregadas com agentes de contraste radioativos (¥Zr
ou *Cu) para visualizacdo por PET, prevendo o acumulo tumoral antes da dose terapéutica
completa; e a abordagem noteranostica direta, na qual a mesma nanoparticula carrega

simultaneamente o agente terapéutico e o agente de imagem [8].

Os CDs verdes sdo agentes de arquitetura particularmente favoraveis a imagem guiada por EPR,
pois integram naturalmente fluorescéncia diagndstica nas janelas NIR I e II com acdo
terapéutica por PDT, PTT ou entrega de farmacos em uma uUnica nanoparticula, sem
necessidade de agentes de contraste exdgenos adicionais, permitindo o monitoramento em

tempo real do acumulo e da distribui¢do intratumoral apds a administragao [8,50].

6.3.6 O EPR como Fundamento Fisico da Plataforma Terandstica com Green CDs

A compreensao integrada do EPR revela por que as estratégias terapéuticas e diagnosticas dos
topicos anteriores sdo fisicamente viaveis no microambiente tumoral. Sem o diferencial de
permeabilidade vascular e de retencdo intersticial proporcionado pelo EPR, as nanoparticulas
distribuir-se-iam de forma relativamente homogénea pelos tecidos, diluindo a dose efetiva no

alvo, exatamente o problema que a quimioterapia convencional enfrenta [55,56].

Para que os CDs verdes explorem o EPR de forma consistente, o design da nanoplataforma
deve contemplar: didmetro hidrodindmico entre 10 e 200 nm apds a funcionalizagdo; carga
superficial neutra ou ligeiramente negativa, conferida pela PEGilagdo ou pela presenca de
grupos carboxila superficiais dos CDs de sintese verde; e meia-vida plasmatica superior a 8
horas, alcancavel pela combinagdo de tamanho adequado e funcionalizagdo protetora [50,56].
A sintese verde por rota hidrotermal a partir de biomassa natural favorece intrinsecamente a
obteng¢do dessas caracteristicas: a carbonizagdo de precursores ricos em oxigénio e nitrogénio
gera CDs com superficies hidrofilicas, ricas em grupos —COOH, —OH e —NHa, que conferem
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dispersibilidade aquosa, carga superficial controlavel e pontos de ancoragem para PEGilagao.
Esse conjunto de propriedades posiciona os CDs verdes como nanoagentes teranosticos bem
adaptados as exigéncias fisicas do direcionamento passivo mediado por EPR em tumores

solidos [50,54,56].

7. BIOCOMPATIBILIDADE, PROTECAO RADIOLOGICA E ANALISE
COMPARATIVA

7.1 Perfil de Seguranca Bioldgica e Biocompatibilidade dos CDs Verdes

A viabilidade clinica de qualquer nanomaterial destinado a aplicagdes biomédicas esta
condicionada, antes de qualquer consideragdo de eficacia terapéutica ou diagndstica, a
demonstragdo rigorosa de seu perfil de seguranca biologica. No contexto da nanotecnologia
teranodstica, essa exigéncia torna-se ainda mais critica, pois os agentes nanométricos sao
administrados sistemicamente em organismos ja em estado patoldgico, como pacientes
oncologicos submetidos a protocolos de diagnostico por fluorescéncia ou de fototerapia [7,20].
Os pontos de carbono obtidos por sintese verde (CDs verdes) apresentam, devido a sua
composicao elementar exclusivamente baseada em carbono, oxigénio, nitrogénio e hidrogénio,
auséncia de metais pesados toxicos em sua estrutura e um perfil de biocompatibilidade
intrinseca que os diferencia substancialmente dos pontos quénticos semicondutores
convencionais [20,38]. No entanto, a afirmagdo de que os CDs sdo intrinsecamente seguros
deve ser tratada com rigor cientifico: a toxicidade desses materiais ndo ¢ uma propriedade
universal, mas uma fun¢do complexa de varidveis como a quimica da superficie, a carga
superficial, o tamanho das particulas, os dopantes incorporados, a concentragdo utilizada e a
duracdo da exposi¢ao — parametros que determinam, em conjunto, os mecanismos de interagao

celular e o destino sistémico das nanoparticulas no organismo [7,57].

7.1.1 Conceitos Fundamentais: Biocompatibilidade e Citotoxicidade

A biocompatibilidade ¢ definida como a capacidade de um material de desempenhar suas
fungdes pretendidas em um ambiente bioldgico sem induzir respostas toxicas, imunogénicas,

trombogénicas ou carcinogénicas indesejaveis no organismo hospedeiro [7]. No contexto dos
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nanomateriais, ela ¢ avaliada por um conjunto hierarquico de ensaios que progridem da escala
celular, denominados testes in vitro, para as escalas organica e sistémica, em que 0s ensaios in
vivo investigam aspectos complementares, como viabilidade celular, integridade morfolégica,
progressao do ciclo celular, geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), resposta

inflamatoria, biodistribuigao tecidual e vias de eliminagao [28,57].

A citotoxicidade, conceito central nessa avaliacao, refere-se a capacidade de uma substancia de
causar dano ou morte celular por meio de mecanismos que incluem a perturbacao da membrana
plasmatica, o estresse oxidativo, caracterizado pela geragdo excessiva de ROS que supera a
capacidade antioxidante da célula, a disfungdo mitocondrial, com comprometimento da sintese
de ATP, a fragmentacdo do DNA e a inducdo de apoptose ou necrose [7]. Vale ressaltar que,
embora a geracdo de ROS possa estar associada a toxicidade em condi¢des ndo controladas,
essa propriedade também ¢ explorada intencionalmente em aplicagdes terapéuticas, como a

terapia fotodinamica.

Para os CDs, os ensaios de citotoxicidade mais amplamente empregados sdo o MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio), o CCK-8 (Cell Counting Kit-8) e o WST-1
(water-soluble tetrazolium), que medem indiretamente a viabilidade celular por meio da
capacidade redutora metabdlica das células viaveis [20]. Andlises complementares incluem a
avaliacdo da progressao do ciclo celular por citometria de fluxo, a investigacdo de marcadores
de apoptose e a analise de genotoxicidade, que, em conjunto, fornecem uma caracterizagao mais

completa do potencial citotoxico dos nanomateriais em estudo [57].

7.1.2 Avaliagdo in vitro da Biocompatibilidade dos Green CDs

Estudos in vitro demonstram que carbon dots, incluindo sistemas puros, funcionalizados e
obtidos por sintese verde, geralmente apresentam elevada biocompatibilidade em diferentes
linhagens celulares. Em diversos modelos experimentais, a viabilidade celular permanece
superior a 80-95%, mesmo em concentragdes elevadas, proximas de 1000 pg/mL, valores
muito superiores as concentragdes normalmente empregadas em bioimagem ou em aplicagdes
terapéuticas baseadas em PDT e PTT [20,57]. Entretanto, a resposta biologica depende de
parametros como o tamanho, a composi¢ao superficial, a carga, o método de sintese e o grau

de purificacao.
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A modificacdo superficial desempenha um papel fundamental na seguranca dos CDs. Estudos
com CDs passivados com PEGisooN em células HT-29 e MCF-7 demonstraram elevada
viabilidade celular em concentragdes de até 200 pg/mL, evidenciando que a passivagao
superficial pode melhorar a compatibilidade biologica desses nanomateriais [57]. De forma
semelhante, CQDs funcionalizados com PEI, PPEI-EI e PAA apresentaram baixa
citotoxicidade em concentra¢des adequadas para aplicagdes de imagem e detec¢do, embora os
efeitos dependentes do tempo de exposi¢ao demonstrem a importancia da concentragdo e do

periodo de incubacdo na avaliacdo toxicologica [57].

Estudos envolvendo GQDs e N-CDs também reforgam o perfil de seguranga desses materiais.
GQDs derivados de fibras de carbono apresentaram toxicidade negligencidvel em células
MDA-MB-231 e T47D, mantendo elevada viabilidade celular apos exposicoes de 24 e 48 horas.
GQDs avaliados em células HeLLa, em concentracdes elevadas, mantiveram viabilidade superior
a 90%, sem alteragdes morfologicas significativas [57]. N-CDs sintetizados por micro-ondas a
partir de glicose e etilenodiamina também apresentaram viabilidade superior a 80% em altas
concentragdes, enquanto S-GQDs dopados com enxofre mantiveram viabilidade superior a 90%

apods 72 horas de incubagao [2,57].

No contexto especifico dos green CDs, a sintese com precursores naturais apresenta vantagens,
como a reducdo do uso de reagentes potencialmente toxicos € a possibilidade de obter
superficies ricas em grupos funcionais oxigenados e nitrogenados apods purificagdo adequada
[7], [10]. CDs derivados de hortela-pimenta demonstraram elevada biosseguranca, enquanto
CDs obtidos de graos de café ndo provocaram alteragdes bioquimicas ou histologicas

significativas em modelos animais, indicando auséncia de toxicidade sist€émica detectavel [10].

Além da seguranca geral, alguns green CDs apresentam comportamento seletivo frente a células
tumorais. CDs derivados de gengibre apresentaram baixa toxicidade para as células normais
MCF-10A e FL83B, mas induziram efeitos citotéxicos em células HepG2 devido ao aumento
de ROS intracelulares e a ativagdao da proteina supressora tumoral p53, sugerindo potencial

seletividade terapéutica [10].

Avaliagdes complementares demonstram que CDs adequadamente projetados ndo alteram
significativamente processos celulares fundamentais. Analises por citometria de fluxo
indicaram que N-CQDs em cé¢lulas HeLLa causaram apenas pequenas alteracdes no ciclo celular,

sem induzir apoptose significativa, enquanto CDs funcionalizados com moléculas terapéuticas
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podem promover alteragdes especificas em células tumorais devido a agdo combinada do
nanomaterial e da carga terapéutica [57]. Além disso, CD-Ureia apresentou propriedades
hemocompativeis e efeito pro-angiogénico em células HUVECs, evidenciando potencial para

aplicagdes intravenosas e regenerativas [2].

7.1.3 Mecanismos de Toxicidade: Relagdo Estrutura-Propriedade

A compreensao dos mecanismos pelos quais os CDs podem exercer efeitos toxicos € essencial
para o projeto racional de nanoplataformas teranosticas seguras. A toxicidade dos CDs ndo ¢
um fendmeno monolitico, mas resulta de uma relagao estrutura-propriedade bem definida, na
qual a quimica da superficie e a carga superficial sdo os determinantes criticos mais relevantes

dos desfechos biologicos [7,20].

4

O mecanismo primario de toxicidade ¢ o estresse oxidativo, desencadeado pela geragdo
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS) que supera os mecanismos antioxidantes
celulares. O excesso de ROS promove a peroxidacdo lipidica das membranas celulares, a
desnaturacdo de proteinas estruturais e enzimaticas e danos ao DNA, processos que aumentam
a permeabilidade das membranas, levando ao edema celular e, subsequentemente, & morte por
apoptose ou necrose, conforme documentado em modelos bacterianos e em células mamiferas
[7]. A geragdo de ROS ¢ amplificada em CDs que possuem grupos funcionais contendo
oxigénio e nitrogénio em sua superficie, bem como em CDs submetidos a irradiagdo de luz,
fendmeno denominado fotodegradagao, no qual os CDs se decompdem em moléculas reativas
menores e radicais livres, aumentando a citotoxicidade mesmo em células normais [7,20]. Esse
fendmeno ¢ relevante para as aplicagdes em PDT, onde a geragao intencional de ROS faz parte
do mecanismo terapéutico, mas deve ser cuidadosamente delimitado para as células tumorais

alvo a fim de preservar os tecidos saudaveis adjacentes.

A carga superficial exerce influéncia determinante sobre os mecanismos de interacdo celular e,
consequentemente, sobre o perfil de citotoxicidade. CDs carregados positivamente,
especialmente aqueles funcionalizados com polietilenimina (PEI), que confere uma densa
camada de grupos amina catidnicos a superficie, interagem eletrostaticamente com os
fosfolipideos carregados negativamente das membranas celulares, promovendo maior captagao

celular por endocitose e, em concentracdes elevadas, penetrando no ntucleo celular onde

interagem diretamente com o DNA, alterando a regulacao do ciclo celular e induzindo estresse
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oxidativo e disfun¢do mitocondrial [7,20]. CDs neutros e carregados negativamente, como
aqueles funcionalizados com PEG ou dotados de grupos carboxila (—COOH) e hidroxila (—OH)
superficiais, caracteristicos dos green CDs de sintese hidrotermal, permanecem
predominantemente no citoplasma apo6s internalizagao por endocitose, sem penetragao nuclear,
e apresentam geracdo minima de ROS, integridade mitocondrial preservada e auséncia de
genotoxicidade detectavel, o que configura o perfil de seguranga ideal para aplicagdes
biomédicas sistémicas [7]. Essa relacdo foi sistematicamente documentada por estudos
comparativos que demonstraram que CDs neutros sdo consistentemente os menos toxicos,
enquanto CDs carregados positivamente sao os mais citotoxicos em fibroblastos e em outras

linhagens celulares [7].

Uma dimensdo adicional de seguranga relevante refere-se a interagdo entre os CDs e as
proteinas plasmaticas no ambiente fisiologico. Estudos com N-CDs decorados com grupos
carboxila, hidroxila e amina demonstraram que essas nanoparticulas podem extinguir a
fluorescéncia intrinseca da albumina sérica humana (HSA), a proteina plasmatica mais
abundante, por meio da formagdo de um complexo estabilizado por forgas hidrofobicas e
ligacdes de hidrogénio, o que induz mudangas na estrutura secundaria da HSA, com
desdobramento dos polipeptideos e alteragdo da hidrofobicidade das regides ao redor dos
residuos de triptofano e tirosina [38]. Embora esse fenomeno seja reportado com uma ressalva
importante, que pode perturbar parcialmente as fun¢des normais de transporte das proteinas
plasmaticas, sendo, dessa forma fundamental contextualizar que essas interacdes foram
observadas em modelos de ambiente fisiologico simulado e que a relevancia clinica desse

fendmeno em doses terapéuticas realistas ainda requer avaliagdo sistematica [38].

7.1.4 Avaliagdo in vivo: Modelos Bioldgicos e Resultados Sistémicos

Os ensaios in vitro, por mais informativos que sejam, ndo conseguem replicar a complexidade
bioldgica dos organismos vivos, nem capturar aspectos cruciais como biodistribui¢do tecidual,
metabolismo, biodegradabilidade, rotas de eliminagao e toxicidade em 6rgdos especificos, cujas
variaveis determinam a seguranca real de um nanomaterial em contexto biomédico [28]. Os
estudos in vivo com green CDs sdo conduzidos principalmente em dois modelos
complementares: o peixe-zebra (Danio rerio), especialmente na fase embrionaria, e roedores
(camundongos), nos quais se avaliam a toxicidade sist€émica, a biodistribuicao e a integridade
dos orgaos principais.
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O peixe-zebra ¢ um modelo amplamente adotado na avaliacdo de nanotoxicidade em razao de
sua semelhanca genética com humanos, da transparéncia do embrido, que permite a observagao
direta em tempo real, do rapido desenvolvimento e do baixo custo de manutencao [28,57].
Estudos com CDs sintetizados hidrotermalmente a partir de glicose e etilenediamina
demonstraram que sua introducdo em embrides de peixe-zebra ndao causa toxicidade
embriondaria detectavel: a sobrevivéncia foi superior a 80% em embrides microinjetados com
1,5 mg/mL ou imersos em concentracdes de até 1,5 mg/mL, e as larvas mantiveram
sobrevivéncia inalterada em concentragdes de até 625 pg/mL [57]. CDs de melago de cana-de-
acucar sintetizados hidrotermalmente, precursor tipicamente utilizado em sintese verde,
exibiram auséncia de toxicidade embriondria evidente em concentragdes de até 150 pg/mL,
com LC50 de 257,2 pg/mL e TD50 de 194,7 ng/mL a 96 horas apo6s a fertilizacdo; segundo os
critérios de avaliagdo de toxicidade aquatica aguda do FWS dos EUA, um LC50 de 100 a 1000
mg/L classifica o composto como "Praticamente Nao Téxico", categoria em que esses CDs se
enquadram — confirmando a excelente biocompatibilidade dos materiais de sintese verde [57].
Em concentragdes superiores a 200 png/mL, foram observados efeitos adversos como edema
pericardico e do saco vitelino, crescimento retardado e diminui¢do da atividade locomotora
larval, com redu¢ao dos neurdnios dopaminérgicos, efeitos cujos mecanismos subjacentes ainda
nao estdo completamente elucidados e que justificam investigacao adicional, particularmente

no que diz respeito a neurotoxicidade potencial em aplicacdes de uso repetido [57].

Nos modelos murinos, os estudos in vivo demonstram, de forma consistente, que os green CDs
sdao seguros em condicdes de dose controlada. O primeiro estudo in vivo de toxicidade com
CDs, conduzido em 2009, ndo demonstrou indicios de reacdes toxicoldgicas agudas apos
injecdo intravenosa em camundongos [57]. Estudos posteriores com N-CDs injetados por via
intravenosa em camundongos, nas dosagens de 5 e 10 mg/kg de peso corporal, demonstraram,
apo6s 30 dias de observagao, aumento do peso corporal dentro dos padrdes esperados e auséncia
de mudangas significativas no peso dos principais 6rgaos e no contetido proteico tecidual, com
parametros antioxidantes, hematoldgicos e histopatologicos dentro dos valores de referéncia,
com conclusdo de boa biocompatibilidade [57]. Estudos com N-CDs injetados
intravenosamente em camundongos por 30 dias, com avaliacao histologica de coracao, figado,
baco, pulmdes e rins, ndo revelaram destruicdo visivel de 6rgdos ou reacao inflamatoria,

resultados atribuidos a alta taxa de eliminacdo renal das nanoparticulas [38].
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Ensaios histopatologicos extensivos com cortes de tecido corados por hematoxilina-eosina
(H&E) de orgaos principais como coragao, figado, pulmdes, rins e bago, ndo revelaram sinais
de inflamacao, necrose ou outras alteragdes patologicas até sete dias apos a administragdo
intravenosa, com midcitos cardiacos bem organizados, I6bulos hepaticos claramente definidos,
estrutura pulmonar intacta, glomérulos renais preservados e glébulos esplénicos saudaveis [20].
CDs sintetizados a partir de Hypocrella bambusae, na concentragao de 2000 pug/mL, injetados
intravenosamente em camundongos, incluindo portadores de tumor, nao produziram mudangas
repentinas no peso corporal nem exibiram alteracdes histoldgicas nos principais 0rgaos

avaliados em multiplos pontos temporais, indicando biotoxicidade muito baixa [57].

Estudos de toxicidade cronica documentam que CDs administrados por via intravenosa em dose
unica de 20 mg/kg apresentaram toxicidade baixa ou desprezivel at¢ 90 dias apods a
administracdo; camundongos submetidos a doses didrias de 100 mg/kg por 7 dias também
apresentaram baixa toxicidade até 90 dias de acompanhamento, o que demonstra a robustez do
perfil de seguranga mesmo em regimes de dosagem repetida [20]. A capacidade dos CDs de
modular o sistema imunoldgico, induzindo respostas imunes de células Thl e Tc em
camundongos BALB/c, foi documentada sem provocar alteragdes morfoldgicas nos 6rgaos
imunologicos, indicando que o impacto imunologico dos CDs, embora presente, permanece

dentro de limites que ndo comprometem a integridade estrutural dos tecidos linfoides [20].

7.1.5 Influéncia da Funcionalizacdo Superficial e da Sintese Verde na Biosseguranga

A engenharia racional da superficie dos CDs constitui a estratégia mais eficaz para equilibrar a
funcionalidade biomédica e a seguranca bioldgica, exercendo influéncia determinante sobre
praticamente todos os aspectos do perfil de biocompatibilidade das nanoparticulas [7], [28]. A
funcionalizagdo superficial cuidadosa aumenta a estabilidade coloidal e a solubilidade aquosa
das nanoparticulas, previne a agregagdo, fendmeno associado ao aumento da captagdo pelo
sistema fagocitario e ao acimulo em o6rgdos. Desta forma, reduz a adsor¢do inespecifica de
proteinas plasmadticas, prolonga a meia-vida circulatoria e mitiga as respostas de estresse

oxidativo e inflamatorio [28].

A PEGilagdo que ¢ a conjugacao de cadeias de polietilenoglicol a superficie dos CDs, se torna
uma estratégia de funcionalizagdo de maior impacto comprovado na melhoria da

biocompatibilidade: CDs PEGilados ou com carga neutra apresentam baixa geracao de ROS,
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estresse oxidativo minimo, integridade mitocondrial preservada, auséncia de genotoxicidade e
diminui¢do da interagdo e da absorcdo inespecifica pelas células, com morfologia celular e
progressao regular do ciclo celular inalteradas mesmo em concentragdes relativamente altas [7].
CDs funcionalizados dopados com nitrogénio ¢ modificados com acido folico demonstraram
alteracdes bioquimicas, hematoldgicas e histopatoldogicas minimas em modelos animais,
sugerindo que a combinagdo de dopagem com heterodtomos e funcionalizagdo com ligantes

direcionadores ndo compromete, ¢ pode até aprimorar o perfil de seguranga sistémica [7].

No contexto especifico da sintese verde, a selecdo de matérias-primas seguras e ndo toxicas
representa um mecanismo adicional de controle da biosseguranca intrinseco ao proprio
protocolo de producdo, sem necessidade de etapas pds-sintéticas separadas. CDs a base de
biomassa, fabricados a partir de compostos naturais, como extratos vegetais, frutas e residuos
alimentares, sao mais biocompativeis devido as suas vias de sintese menos nocivas € as menores
concentragdes de subprodutos toxicos gerados durante a carbonizagao hidrotermal [7,10]. Essa
vantagem ¢ evidenciada pela comparacdo entre os estudos com green CDs de precursores
vegetais — como hortela-pimenta, gengibre, graos de café e repolho, todos demonstrando alta
biosseguranga sistémica — e os estudos com CDs sintetizados a partir de precursores quimicos
sintéticos, nos quais o perfil de seguranga estd mais diretamente condicionado a caracterizagao

rigorosa da funcionalizagdo [10].

Em perspectiva comparativa direta entre CDs e outros tipos de nanotransportadores, estudos
que avaliaram simultaneamente seis tipos de CDs e pontos quanticos semicondutores de metais
pesados em Chlorella pyrenoidosa documentaram a seguinte ordem crescente de toxicidade:
CulnS2/ZnS QDs e CDs ndo dopados aproximadamente iguais; CDs dopados; N-CDs; S,N-
CDs; QDs de CdS; QDs de CdTe, resultado que demonstra empiricamente que a toxicidade dos
CDs, em suas diversas formas, ¢ desprezivel em comparagdo a dos pontos quanticos de metais
pesados, configurando uma vantagem fundamental de biosseguranga que serd explorada em

detalhe no topico de andlise comparativa [38].

7.1.6 Limitacdes Atuais e Perspectivas para a Traducao Clinica

Apesar do conjunto expressivo de evidéncias que sustenta o perfil de seguranca dos green CDs,
algumas limitacdes relevantes do estado atual da pesquisa precisam ser reconhecidas para uma

avaliacdo honesta e completa da prontidao clinica desses materiais [7,20]. A primeira ¢ mais
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critica ¢ a escassez de estudos de toxicidade cronica de longo prazo com multiplas doses:
praticamente todos os estudos de toxicidade realizados até o momento sdo experimentos agudos
de dose unica, e regimes de multiplas doses, necessarios para protocolos clinicos de terapia
oncologica, foram investigados de forma limitada, com os dados disponiveis cobrindo periodos
de até¢ 90 dias [20]. A auséncia de estudos padronizados e de protocolos consensuais de
avaliagdo toxicologica dificulta a comparacao entre estudos e a consolidagdo de um banco de
dados normativo que oriente a regulagao clinica dos CDs [7,28]. A toxicidade associada a
fotodegradacdo, na qual a irradiagdo de luz pode converter CDs em moléculas fotolisadas com
potencial citotoxico em células normais e malignas, representa uma preocupagdo especifica
para as aplicagdes de PDT e de bioimagem continua, que ainda requer investigacao aprofundada
antes da tradug¢do clinica [57]. Questdes relacionadas a neurotoxicidade potencial em regimes
de exposi¢do repetida, evidenciada pela redu¢dao de neuroénios dopaminérgicos em modelos de
zebrafish expostos a altas concentragdes, bem como a interacdo dos CDs com proteinas
plasmaticas em condi¢des fisiologicas reais, também demandam estudos adicionais [38,57].
Metodologias emergentes baseadas em inteligéncia artificial e aprendizado de méquina tém
sido investigadas como ferramentas para acelerar a predi¢do da citotoxicidade com base em
descritores fisico-quimicos dos CDs, potencialmente reduzindo a dependéncia de estudos
extensivos em animais € antecipando o design de materiais mais seguros, uma perspectiva

metodoldgica que representa uma fronteira ativa de investigacao no campo [28].

Em sintese, os green CDs obtidos por sintese verde a partir de biomassa apresentam um perfil
de biocompatibilidade robusto, fundamentado em multiplas linhas de evidéncia in vitro e in
vivo, sustentado por mecanismos fisico-quimicos bem compreendidos e reforgado pela
auséncia de metais pesados em sua composi¢cao elementar. Sua biosseguranga € intrinsecamente
favorecida pela sintese a partir de precursores naturais nao toxicos e pode ser adicionalmente
otimizada por estratégias de funcionalizagdo superficial, em particular a PEGila¢do e o controle
da carga superficial, que modulam as vias de interacdo celular, a geragdo de ROS e os padrdes
de biodistribui¢do sistémica. Esses atributos, em conjunto com o perfil de eliminagdo renal
eficiente discutido no topico seguinte, posicionam os green CDs como candidatos de alto
potencial para a traducdo clinica em plataformas teranosticas de diagnostico e terapia

oncologica em fisica médica [7,20,10].

7.2 Farmacocinética de Eliminacdo: Didmetro Hidrodinamico e Clivagem Renal
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A farmacocinética ¢ o ramo da farmacologia que estuda o comportamento de substancias no
organismo ao longo do tempo, descrevendo quantitativamente os processos de absor¢do,
distribuicao, metabolismo e excrecdo — conjunto frequentemente abreviado como ADME.
Para nanomateriais destinados a aplicagdes biomédicas, como os green CDs empregados em
plataformas terandsticas, a compreensdo desses processos ¢ tdo importante quanto a
caracterizagcdo de sua eficacia terapéutica ou diagndstica, pois determina a dose ativa que
efetivamente atinge o tecido-alvo, o tempo de residéncia no organismo e a auséncia de acimulo
em Orgdos ndo-alvo que poderia gerar toxicidade cronica [7,49]. O comportamento
farmacocinético dos green CDs ¢ governado, em primeira instdncia, por seu didmetro
hidrodinamico, conceito distinto do didmetro geométrico mensurado em imagens de
microscopia eletrdnica, como discutido a seguir, sendo esse parametro o principal determinante

da via de elimina¢do predominante no organismo [49].

7.2.1 O Diametro Hidrodinamico: Conceito € Relevancia Farmacocinética

O didmetro hidrodindmico ¢ definido como o diametro de uma esfera hipotética que
apresentaria 0 mesmo coeficiente de difusao translacional da particula real em solu¢do, medido
experimentalmente pela técnica de espalhamento dindmico da luz (DLS) [49]. Esse valor ¢
sistematicamente maior do que o didmetro do nicleo da nanoparticula observado em imagens
de microscopia eletronica de transmissao (TEM), pois inclui ndo apenas o nucleo de carbono
propriamente dito, mas também as camadas de solvatacdo, os grupos funcionais superficiais e
quaisquer polimeros ou biomoléculas conjugadas a superficie, como as cadeias de PEG
frequentemente utilizadas na funcionalizacao dos green CDs [49]. No caso dos CDs verdes
sintetizados por rota hidrotermal a partir de biomassa, os nucleos de carbono apresentam
didmetros tipicos entre 2 e 10 nm; ap6s funcionalizagio com PEG ou outros polimeros
hidrofilicos, o didmetro hidrodindmico efetivo pode aumentar para 15 a 30 nm ou mais,

alterando substancialmente o perfil farmacocinético das nanoparticulas [7,49].

A relevancia do didmetro hidrodindmico para a farmacocinética dos CDs decorre de uma
relagdo de limiar bem estabelecida: nanoparticulas com diametro hidrodinamico inferior a 6 nm
sao preferencialmente filtradas pelo glomérulo renal e excretadas pela urina em horas;
nanoparticulas entre 6 e 8 nm situam-se em uma zona de transi¢do; e aquelas com diametro
acima de 8 nm continuam circulando no sangue e sdo predominantemente processadas pelo

figado e bago por via do sistema fagocitario mononuclear (SFM), podendo permanecer no
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organismo por horas a meses, com risco de toxicidade por acumulo [7,49]. Para nanomateriais
com diametro superior a 200 nm, a captura pelo SFM e pelo figado ¢é praticamente total, com
meia-vida circulatéria muito curta [51]. Compreender e controlar o didmetro hidrodinamico dos
CDs verdes ¢, portanto, uma exigéncia de design critica para garantir simultancamente a
seguranga sistémica, por meio da excre¢do eficiente, e a eficacia terapéutica, por meio do tempo

de residéncia suficiente para o acimulo tumoral mediado pelo efeito EPR [49,51].

7.2.2 Tamanho, Formato e Densidade: Influéncia no Comportamento Farmacocinético

Embora o didmetro seja o parametro de maior impacto na farmacocinética dos CDs, outras
propriedades fisicas, como o formato e a densidade das nanoparticulas, também modulam seu

comportamento no organismo de forma ndo negligenciavel [49].

Em relacdo ao tamanho, ¢ importante distinguir dois conceitos frequentemente confundidos: o
diametro do nucleo de carbono e o didmetro hidrodinamico. Os CDs obtidos pela sintese verde
apresentam nucleos entre 2 e 10 nm, faixa que os posiciona como candidatos favoraveis a
excrecdo renal, mas essa propriedade pode ser, simultaneamente, um atributo e uma limitagao
[49]. Como atributo, a rapida excre¢do minimiza a toxicidade por acumulo e demonstra que os
CDs serao eficientemente removidos do organismo ap6s a conclusao de sua fun¢do diagndstica
ou terapéutica. Como limitagdo, se as interacdes com o tecido-alvo nao forem suficientemente
fortes para reter os CDs, eles serdo excretados antes de completar o efeito terapéutico
pretendido, sem possibilidade de retorno a circulacao para uma segunda passagem pelos tecidos
[49]. Adicionalmente, particulas com didmetro inferior a 10 nm ndo sdo candidatas ideais para
a entrega tumoral baseada exclusivamente no efeito EPR em tumores sélidos, pois a eliminagao
renal e a fagocitose pelos macréfagos hepaticos ocorrem de forma competitiva com o acimulo
tumoral, reduzindo a dose efetiva que atinge o sitio de acdo [51]. A faixa o6tima de tamanho
para nanomedicamentos baseados em EPR situa-se entre 20 € 70 nm, o que permite a penetragao

profunda nos ntcleos dos tumores solidos, sem eliminagao renal precoce [51].

No que diz respeito ao formato, os CDs sdo frequentemente descritos como esféricos nas
imagens de TEM; contudo, analises por microscopia de for¢a atomica (AFM) revelam que
muitos apresentam perfil mais caracteristico de discos cilindricos, com altura diferente da
largura, morfologia que pode resultar em retengdo corporal mais prolongada em comparagdo

com equivalentes esféricos, pois a menor area de contato frontal reduz a resisténcia
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hidrodinamica e a for¢ca de empuxo radial nas diferentes superficies, alterando o padriao de
difusdo e conveccao nos vasos [49]. Nanoportadores nao esféricos, em geral, apresentam maior
difusividade intratumoral em razao de interagdes mais intensas com as paredes vasculares, além
de meia-vida circulatoria mais longa devido a menor absor¢do por macréfagos, propriedades

que t€m valor terapéutico relevante [51].

A densidade das nanoparticulas ¢ um parametro frequentemente negligenciado no projeto de
nanomedicamentos, mas que exerce influéncia real sobre o comportamento farmacocinético.
Os CDs apresentam densidade de aproximadamente 1,5 g/cm?, valor proximo ao do carbono
amorfo, semelhante ao do grafite e expressivamente inferior ao das nanoparticulas de ouro (19,3
g/cm?), um dos nanotransportadores mais amplamente estudados para comparacdo [49].
Nanoparticulas de ouro de 4 a 22 nm foram documentadas como ionizadas pelas células e,
posteriormente, recristalizadas em estruturas biopersistentes, levantando preocupagdes quanto
a toxicidade e a excre¢do, fendmeno que nao € esperado para os CDs carbonosos, em razao de
sua baixa densidade e composicdo isenta de metais pesados [49]. A lei de Stokes-Einstein para
difusdo afirma que particulas do mesmo tamanho e composi¢do devem ter o mesmo coeficiente
de difusdo; no entanto, a inércia, 0 momento € a aceleragdo gravitacional das nanoparticulas em
movimento nos fluidos corporeos dependem fortemente da densidade, o que significa que CDs
de baixa densidade apresentam um comportamento difusivo distinto em relacdo a

nanoparticulas metélicas de tamanho equivalente [49].

7.2.3 A Barreira de Filtragdo Glomerular e o Mecanismo da Clivagem Renal

A excrecdo renal ¢ a via priméria e mais rapida de elimina¢do dos CDs com diametro
hidrodinamico inferior a 6 nm e constitui um dos atributos de seguran¢a mais importantes dos
green CDs para aplicacdes em fisica médica, pois garante a remog¢do eficiente das
nanoparticulas do organismo ap6s o cumprimento de sua fun¢do diagnoéstica ou terapéutica [7],
[49]. Para compreender esse processo, ¢ necessario descrever a estrutura e o funcionamento da

barreira de filtracdo glomerular, o principal mecanismo de triagem molecular dos rins.

Os rins atuam como filtros moleculares pressurizados que mantém a homeostase do organismo
ao filtrar o sangue arterial e selecionar seletivamente os constituintes a serem retidos ou
excretados. O sangue arterial renal ¢ transportado pela arteriola aferente até os capilares do

glomérulo, estrutura esférica composta por um tufo de capilares altamente especializados, onde
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os constituintes sanguineos sao filtrados pela barreira de filtracdo glomerular antes de entrar no
espaco de Bowman e seguir para o limen do néfron [49]. Essa barreira ¢ composta por trés
camadas celulares principais, com caracteristicas fisicas e funcionais distintas, que, em

conjunto, determinam quais moléculas e nanoparticulas podem ser excretadas pela urina [49].

A primeira camada ¢ o endotélio fenestrado (FE), constituido por células endoteliais com
fenestracoes, aberturas de 70 a 90 nm entre si, que impedem fisicamente o movimento de
particulas grandes para o espaco de filtracdo. O FE ¢ carregado negativamente devido a
presenga do glicocdlice, composto por proteoglicanos sulfatados, glicoproteinas e
glicosaminoglicanos, que cria repulsdo eletrostatica adicional a particulas com carga negativa
pronunciada, retardando sua filtracdo independentemente do tamanho [49]. A segunda camada
¢ a membrana basal glomerular (GBM), uma matriz de filtragdo composta pela lamina rara
interna, lamina densa e lamina rara externa, que controla a passagem de moléculas com base
simultaneamente no tamanho (2 a 8 nm) e na carga superficial, sendo a camada de maior
restrigao dimensional da barreira [49]. A terceira camada ¢ formada pelos podocitos, células
epiteliais especializadas que possuem projecdes citoplasmaticas que se ramificam e se
entrelacam formando uma rede com tamanho de poro entre 4 e 14 nm; os diafragmas de fenda
entre as projegoes dos podocitos constituem a ultima barreira seletiva antes que a molécula ou
nanoparticula entre definitivamente no espago de Bowman e seja direcionada ao tabulo renal

para excrec¢ao [49].

A combinagdo das trés camadas resulta em um limiar funcional de filtragdo glomerular situado
em torno de 6 nm de didmetro hidrodindmico: nanoparticulas abaixo desse limiar atravessam o
conjunto glomerular com relativa facilidade e sdo excretadas pela urina em horas;
nanoparticulas entre 6 ¢ 8§ nm atravessam parcialmente, com excre¢ao mais lenta; e aquelas
acima de 8 nm nao ultrapassam a barreira glomerular e continuam circulando no sangue até
serem processadas pelo figado [49]. Além do tamanho, a carga superficial ¢ uma varidvel critica
nesse processo: proteoglicanos sulfatados carregados negativamente presentes na barreira
glomerular retardam a excre¢do de nanoparticulas carregadas negativamente por repulsao
eletrostatica, enquanto nanoparticulas carregadas positivamente sao excretadas mais
rapidamente pela atragdo com as cargas negativas da barreira resultado confirmado por estudos
comparativos diretos entre CDs com carga positiva (+23,4 mV) e negativa (=52 mV), nos quais
as particulas positivas foram detectadas na urina em quantidade muito maior do que as

negativas, que se acumularam preferencialmente no figado [49].
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7.2.4 Evidéncias Experimentais da Excre¢do Renal dos Green CDs

A répida excrecdo renal dos green CDs com diametro hidrodindmico inferior a 6 nm foi
confirmada por multiplos estudos experimentais que acompanharam a distribuicdo ¢ a
eliminagdo das nanoparticulas por meio de técnicas combinadas de fluorescéncia e
espectrometria [49]. Em um estudo com CDs sintetizados a partir de 4cido citrico e ureia por
rota solvotérmica, com didmetros entre 2 ¢ 5 nm e potencial zeta de —20,1 mV, as nanoparticulas
se acumularam no tecido tumoral, nos rins e no figado apds administracao intravenosa; o figado
foi eliminado de qualquer sinal de fluorescéncia em até 3 horas, enquanto os rins apresentaram
emissao fluorescente por até 24 horas; a urina coletada entre 30 minutos e 1 hora apresentou as
maiores concentracdes de CDs, com desaparecimento total do sinal apds 24 horas, confirmando

a excregado renal rapida e quase completa das particulas [49].

Em um estudo comparativo de vias de administracdo com CDs de didmetro hidrodindmico de
4,1 nm funcionalizados com PEG e corante ZW800, os CDs foram administrados a
camundongos por trés rotas diferentes: intravenosa (IV), intramuscular (IM) e subcutanea (SC).
O grupo administrado por via subcutinea apresentou maior retengdo tumoral ao longo de 24
horas em comparacdo com as outras vias; quanto a excrecao, todos os grupos eliminaram
eficientemente os CDs pelo sistema renal em até 24 horas, sem acimulo significativo em
orgaos, seguindo a ordem de velocidade de eliminagdo: IV > IM > SC [31]. O estudo de
biodistribuicdo demonstrou que a maioria dos CDs se acumulou transitoriamente nos rins 1
hora apds a administracao, na ordem IM > IV > SC, e que os CDs remanescentes no organismo
apos 24 horas foram minimos em todos os 6rgdos nas trés vias de administra¢do, indicando que

a excrecdo urindria foi completa ou quase completa [49].

Em outro estudo de distribui¢ao de longo prazo com CDs rastreados por espectrometria de
massa, técnica mais precisa que a fluorescéncia para esse fim, pois elimina os fatores de
interferéncia como variagdes de pH, agregacdo e mascaramento por fluidos bioldgicos, os
resultados mostraram que CDs apresentaram apenas 2% de retencao por grama de dose injetada
no pulmao e 5% no baco, com o figado exibindo a maior reten¢do (menos de 12% por grama
de dose), e baixas quantidades nos demais o6rgaos ap6s 30 dias, perfil de acimulo muito mais
favoravel do que o de nanotubos de carbono e 6xido de grafeno, que apresentaram 55% e 43%

de retencdo nos pulmades, respectivamente, com anomalias funcionais em rins e figado [49].
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7.2.5 Excrecao Hepatica: Via Secundaria e Riscos Associados

Para CDs cujo didmetro hidrodindmico supera o limiar de filtragdo glomerular, seja por
tamanho intrinseco do nucleo ou por adsor¢ao de proteinas plasmaticas que elevam o tamanho
hidrodinamico efetivo,, a via hepatica constitui o principal mecanismo de eliminagao,
caracterizando-se por ser um processo mais lento e potencialmente associado a retencdo

prolongada e toxicidade cumulativa [7,49].

Os CDs que nao sdo excretados pelos rins entram no figado pela artéria hepatica ou pela veia
porta e sdo transportados pelo fluxo sanguineo até os sinusoides hepaticos, microestruturas
vasculares unicas, revestidas por células endoteliais sinusoidais do figado (LSECs), que
formam uma barreira porosa entre o sangue e os hepatdcitos [49]. As fenestragdoes das LSECs,
com didmetro médio de 100 a 120 nm, permitem a passagem de pequenas moléculas e de
nanoparticulas menores, enquanto retém a maioria dos microrganismos e das particulas
maiores. Os CDs que passam pelas LSECs interagem com os hepatocitos ¢ podem ser

transportados de volta a corrente sanguinea ou, por excrecdo biliar, direcionados as fezes [49].

As células de Kupffer, que sdo macrdofagos hepaticos residentes com alta atividade fagocitica,
tém papel central no processamento dos CDs no figado, atuando por dois mecanismos:
endocitose e pinocitose de nanoparticulas, de um lado, e secre¢do de citocinas pro-
inflamatorias, de outro, podendo desencadear resposta imune local em caso de sobrecarga [49].
O tamanho ¢ o fator dominante no acumulo hepatico: estudos com GQDs de 5, 7, 12 ¢ 21 nm
de diametro demonstraram aumento gradual da reteng¢do hepatica a medida que o tamanho
aumentava, com nanomateriais de 10 nm apresentando o dobro de retengdo no sinusoide
hepatico em comparagdo com particulas de mais de 90 nm, e nanoparticulas ultrapequenas
sendo preferencialmente processadas nos sinusoides em relagdo a outras regides extra-hepaticas
[49]. A excregao hepatica pode ser um processo extremamente lento, resultando em aciimulo
indesejado e potencial toxicidade cronica; no entanto, evidéncias de degradagao enzimatica dos
nuicleos de carbono pelo organismo podem reduzir progressivamente o tamanho das

nanoparticulas acumuladas, facilitando sua posterior excrecao renal [49].

O processo de opsonizacdo, adsor¢ao de proteinas plasmaticas a superficie dos CDs, ¢ uma das
for¢as mais importantes que determinam se os CDs serdo eliminados pela via renal ou pela via

hepatica. Quando proteinas do sistema circulatorio se adsorvem a superficie das nanoparticulas,
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elas formam uma camada denominada "corona proteica" que pode elevar o didmetro
hidrodinamico efetivo dos CDs acima do limiar de filtracdo glomerular (~6 nm), direcionando-
0s ao processamento pelo SFM no figado e baco [49]. CDs que se ligam fortemente as proteinas
plasmaticas formam complexos acima do limiar da barreira de filtragdo e sdo processados
predominantemente pelo figado e pelo bago, razio pela qual a prevengdo da opsonizag¢do por
PEGilagao ¢ critica ndo apenas para prolongar o tempo de circulagdo, mas também para manter
o diametro hidrodindmico efetivo abaixo do limiar renal e garantir a excre¢do urinaria

preferencial [49].

7.2.6 Metabolismo dos CDs: Biodegradagao e Implicagdes Para a Seguranga

Os nucleos de carbono dos CDs sdo recalcitrantes a modificagdo quimica nos sistemas corporais
e sdo amplamente considerados excretados do organismo sem sofrerem metabolismo no sentido
bioquimico classico [49]. Essa caracteristica difere substancialmente da dos farmacos organicos
de baixo peso molecular, que sdo amplamente biotransformados pelas enzimas do citocromo
hepatico P450 antes da excrecdo. No entanto, a persisténcia dos CDs no organismo estd
associada ndo apenas ao tamanho, mas também a estabilidade e a natureza de seus grupos
funcionais superficiais, € evidéncias recentes indicam que mecanismos enzimaticos podem

promover a biodegradagdo parcial dos ntcleos de carbono in vivo [49].

Foi demonstrado experimentalmente que a mieloperoxidase humana e a peroxidase
eosinofilica, enzimas produzidas por neutrofilos e eosindfilos em condi¢des inflamatodrias, sdo
capazes de promover a degradac¢do de pontos de grafeno na presenca de H.O2, com imagens de
TEM revelando '"desgaste" progressivo da superficie dos pontos, confirmado por
espectroscopia Raman pela perda progressiva das regides "defeituosas" e "grafiticas", e com
redugdo das intensidades de fluorescéncia para menos de 30% do controle apds 5 horas de
incubacdo [49]. Essa degradacao enzimatica tem implicagdes diretas para a seguranga dos green
CDs: a medida que o ntcleo de carbono ¢ erodido pelas enzimas, o raio hidrodindmico das
nanoparticulas diminui progressivamente até atingir o limiar de filtragdo glomerular, tornando
possivel a excrecdo renal de particulas que, inicialmente, eram grandes demais para esse
processo, o que transforma a biodegradacdo enzimatica em um mecanismo de autolimpeza do

organismo [49].
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7.2.7 Implicacdes Para o Design de Green CDs em Fisica Médica

A integragdo do conhecimento farmacocinético descrito neste topico com os requisitos das
aplicagdes terandsticas em fisica médica conduz a um conjunto de principios de design que

deve orientar a producao de CDs verdes para uso clinico [7,49,51].

O diametro hidrodinamico efetivo dos CDs verdes apds funcionalizacdo deve ser
cuidadosamente calibrado para equilibrar dois objetivos aparentemente contraditorios: ser
suficientemente pequeno para garantir a excre¢ao renal eficiente apds o cumprimento da funcao
terapéutica ou diagnodstica, que ¢ favorecido por didmetros abaixo de 6 nm; e ser
suficientemente grande para permanecer em circulacdo tempo suficiente para o acumulo
tumoral via efeito EPR e para a captagdo celular mediada por receptores, favorecida por
diametros entre 20 ¢ 70 nm [49,51]. Essa tensdo pode ser resolvida por estratégias de design
que explorem a degradagdo controlada, como CDs encapsulados em nanocarreadores
biodegradaveis maiores que, ap0s atingirem o tumor, liberam os CDs de menor dimensao para
excrecdo renal; ou CDs funcionalizados com ligantes que promovem rapida internalizagdo

celular, seguida de degradagdo lisossomica, reduzindo o tempo de exposicao sistémica [49].

A carga superficial deve ser projetada como neutra ou ligeiramente negativa, caracteristica
intrinseca dos green CDs hidrotermais ricos em grupos “COOH e —OH — para minimizar a
opsonizagao, evitar a captura pelo SFM e propiciar a excrecao renal preferencialmente urinaria
[7,49]. A PEGilacao, além de prevenir a opsonizagao e prolongar o tempo de circulacdo, confere
neutralidade de carga efetiva e aumenta a probabilidade de excre¢do renal de particulas que,
sem o polimero, poderiam ser capturadas pelo figado [7]. Finalmente, a origem da matéria-
prima e os parametros da sintese verde devem ser rigorosamente monitorados para evitar a
dopagem involuntaria por tracos de metais pesados que alterem a densidade, a carga superficial
ou o comportamento bioldgico dos CDs, garantindo que o perfil farmacocinético favoravel
observado em estudos com materiais bem caracterizados seja reprodutivel em escala de

producao [7].

7.3 Analise Comparativa de Biosseguranca frente a Nanoparticulas Convencionais

A avalia¢do comparativa do perfil de biosseguranca dos pontos de carbono de sintese verde
frente a outras classes de nanoparticulas, especialmente os pontos quanticos semicondutores a
base de metais pesados, que historicamente dominaram as pesquisas em nanomedicina, ¢

97



fundamental para situar os green CDs no panorama regulatdrio e clinico atual e para justificar
tecnicamente a escolha desses materiais como candidatos de maior seguranga para plataformas

teranosticas em fisica médica [38,58].

7.3.1 Classificagdo das Subclasses de CDs: Base para a Analise Comparativa

Para uma comparagdo adequada de biosseguranga, ¢ necessario distinguir as subclasses de CDs
entre si, uma vez que seus comportamentos farmacoldgicos e toxicoldgicos diferem em funcao
de suas caracteristicas estruturais e dos métodos de sintese empregados [58]. Os CDs sdo
classificados em quatro categorias principais: os pontos quanticos de carbono (CQDs),
nanosferas cristalinas ricas em grupos funcionais que contribuem para sua luminescéncia e
confinamento quantico; os pontos quanticos de grafeno (GQDs), fragmentos de grafeno em
camadas com efeitos de borda pronunciados; os nanodots de carbono (CNDs), altamente
carbonizados mas carentes de estrutura cristalina clara e confinamento quantico; e os pontos de
polimero de carbono (CPDs), nanohibridos com nticleo carbonoso e camada polimérica externa
[58]. Além dessas classificagdes estruturais, uma abordagem crescente na literatura diferencia
os CDs quanto a origem dos precursores, destacando os CDs derivados de biomassa,
frequentemente denominados green CDs, cuja principal caracteristica esta associada ao método
de sintese sustentavel e ndo necessariamente a uma estrutura distinta, que oferecem uma
alternativa mais sustentavel, segura e ecologicamente responsavel tanto em relacdo aos QDs

metalicos quanto aos CDs aromaticos de hidrocarbonetos [58].

Do ponto de vista funcional, cada subclasse apresenta vantagens e limitagdes especificas: GQDs
oferecem condutividade e fotoestabilidade superiores, mas enfrentam barreiras de
escalabilidade e custo; CQDs apresentam fotoluminescéncia sintonizavel e sintese
relativamente simples, mas com heterogeneidade que compromete a reprodutibilidade; CNDs
destacam-se em biocompatibilidade, mas sofrem de menor rendimento quantico; CPDs mitigam
isso com alta eficiéncia de emissdo por passivacao polimérica, mas com estabilidade quimica
de longo prazo incerta em ambientes fisioldgicos; e CDs de biomassa oferecem a rota mais
sustentavel e ecologica, com biocompatibilidade intrinseca favorecida, mas com variabilidade

de lote para lote e menor controle sobre uniformidade de tamanho [58].
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7.3.2 Pontos Quanticos de Metais Pesados: Mecanismos de Toxicidade

Os pontos quanticos semicondutores convencionais, como CdSe/ZnS, CdTe e InP/ZnS,
constituem os nanomateriais fluorescentes com o maior historico de uso na pesquisa biomédica,
apresentando rendimentos quanticos elevados, fotoestabilidade superior e emissdo sintonizavel
em uma ampla faixa espectral [38]. Contudo, a viabilidade clinica desses materiais ¢
fundamentalmente comprometida pelos riscos toxicologicos associados aos metais pesados
presentes em sua composicdo, em particular o cddmio, o chumbo e o selénio, elementos com
toxicidade sist€émica comprovada, mecanismos de bioacumulagdo em 6érgaos vitais e potencial

carcinogénico e mutagénico [38,58].

Os mecanismos de toxicidade dos QDs metdlicos atuam por multiplas vias simultdneas. O
cadmio livre liberado pela oxidagdo da superficie dos QDs de CdSe inibe a atividade de enzimas
dependentes de zinco e calcio, perturba a homeostase dos ions intracelulares e induz apoptose
mitocondrial em concentragdes nanomolares [58]. A geracdo de ROS induzida pelos QDs
metalicos resulta em peroxidacao lipidica, desnatura¢dao proteica ¢ danos ao DNA, por um
mecanismo andlogo ao dos CDs catidnicos, porém, com a agravante de que os metais liberados
amplificam a produgdo de ROS de forma catalitica e cumulativa [58]. Dados experimentais
documentam que pontos quanticos de CdTe sdo significativamente mais toxicos do que os de
CdS, e que a dependéncia da toxicidade em relacdo a carga, ao tamanho e a dose € pronunciada.
QDs menores entram nas células mais facilmente por endocitose inespecifica, o que resulta em
maior estresse oxidativo, enquanto QDs maiores causam ruptura de membrana com mais
frequéncia [58]. A bioacumulagdo de metais pesados em tecidos corporais, especialmente rins,
figado e cérebro, persiste por meses ou anos apds a exposi¢do, tornando esses materiais
particularmente desafiadores para aplicacdes sistémicas repetidas em humanos, devido ao risco

de reten¢do prolongada e de liberagao de ions metélicos toxicos [58].

Os nanoconjugados metélicos a base de prata (Ag@CDs), na concentragdo de 100 pg/mL em
células HeLa, exibiram alteragdes morfoldgicas pronunciadas, redugdo da densidade celular e
aumento da apoptose mediada por ROS, com fluorescéncia intensa de indicadores de estresse
oxidativo, enquanto os nanoconjugados de ouro (Au@CDs), na mesma concentragdo,
induziram apenas 10% de morte celular, confirmando a maior citotoxicidade dos compostos de
prata [58]. Ensaios comparativos com CQDs dopados com diferentes metais documentaram a
seguinte ordem decrescente de toxicidade em fibroblastos C2C12: Ag-CQDs > Fe-CQDs > Cu-
CQDs = Mn-CQDs > CDs nao dopados. As nanoparticulas de Ag-CQDs produzindo 100% de
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letalidade em todas as doses testadas (10-500 pg/mL), os Fe-CQDs produzindo ~20,6% de
letalidade em 50 pg/mL e letalidade total em concentragdes >100 pg/mL, e os CDs ndo dopados
produzindo 89,4% de letalidade apenas na dose maxima de 500 pg/mL [58].

7.3.3 Comparagao Direta: CDs vs. QDs de Metais Pesados

A andlise comparativa direta entre CDs e QDs de metais pesados revela diferencas
fundamentais nos perfis de biosseguranca que justificam a preferéncia por CDs como
plataformas terandsticas em contextos clinicos. O estudo de referéncia que avaliou
simultaneamente seis tipos de CDs e pontos quanticos semicondutores em Chlorella
pyrenoidosa documentou a seguinte ordem crescente de toxicidade: CulnS2/ZnS QDs = CDs
nao dopados < CDs dopados < N-CDs << S, N-CDs < QDs de CdS < QDs de CdTe [38]. Essa
hierarquia demonstra que, mesmo entre os CDs de maior toxicidade relativa, os S, N-CDs
apresentam toxicidade substancialmente inferior a dos QDs de CdS, que, por sua vez, sdo menos

toxicos que os de CdTe, os QDs de maior toxicidade documentada em uso biomédico [38].

As vantagens comparativas dos CDs em relacdo aos QDs de metais pesados podem ser
sistematizadas em trés dimensdes principais. Na dimensdo da composicao elementar, os CDs
sdo constituidos por carbono, oxigénio, nitrogénio e hidrogénio, elementos abundantes no
ecossistema bioldgico, sem potencial de bioacumulagdo como os metais pesados e sem
toxicidade intrinseca em condicdes fisioldgicas; os QDs metdlicos contém céddmio, selénio,
chumbo ou indio, elementos com toxicidade sistémica documentada que continuam a ser
liberados por oxidacdo ou degradacdo quimica mesmo apds o encapsulamento superficial
[38,58]. Na dimensdo da farmacocinética, os CDs com DH inferior a 6 nm s3o excretados
eficientemente pelo rim em horas, sem bioacumulagao detectavel nos 6rgaos; os QDs metélicos,
em razao de sua maior densidade e da resisténcia a degradagdo dos nucleos metélicos, tendem
a acumular-se no figado, no bago e, potencialmente, no cérebro por periodos que podem exceder
meses, risco critico para a seguranca de longo prazo no uso clinico [49,58]. Na dimensdo do
impacto ambiental, os CDs de biomassa sdo sintetizados a partir de matérias-primas renovaveis
e ndo toxicas, com geragao minima de residuos perigosos; os QDs metalicos dependem de
precursores quimicos toxicos e geram residuos contaminados por metais pesados, que

representam risco de contaminacao de ecossistemas aquaticos e da microbiota do solo [58].
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Comparados a outras nanoparticulas carbonaceas convencionais, como nanotubos de carbono
e oxido de grafeno, os CDs também apresentam vantagens farmacocinéticas expressivas:
enquanto nanotubos e 0xido de grafeno demonstraram alta reten¢do pulmonar de 55 a 43% da
dose injetada e causaram anomalias na funcao renal e hepatica em modelos murinos, os CDs
exibiram apenas 2% de retengdo pulmonar e alta biocompatibilidade sem efeitos adversos,

atribuidos ao seu menor tamanho, maior hidrofilicidade e perfis liberaveis pelo rim [49].

7.3.4 CDs de Sintese Verde vs. CDs de Precursores Sintéticos

Dentro da categoria dos CDs, a distingao entre aqueles produzidos por sintese verde a partir de
biomassa natural e aqueles sintetizados a partir de precursores quimicos aromaticos
hidrocarbondaceos ¢ relevante do ponto de vista da biosseguranca e da viabilidade translacional
[27,58]. CDs quimicamente derivados, sintetizados a partir de compostos como o-
fenilenediamina ou outros hidrocarbonetos aromaticos, podem alcangar maior controle sobre o
tamanho e a sintonizagdo Optica, mas sdo limitados pelo uso de precursores potencialmente
toxicos, pelo maior custo, pela menor biocompatibilidade intrinseca e pela necessidade de
extensas modifica¢des pds-sintese para adequag@o biomédica [58]. Os CDs de hidrocarbonetos
aromaticos apresentam ainda risco adicional de contaminacdo por compostos policiclicos
aromaticos (PAHs), subprodutos da sintese com atividade carcinogénica documentada, que
podem persistir como impurezas nos lotes quando as etapas de purificacao forem inadequadas

[58].

Os CDs verdes, ao contrario, utilizam matérias-primas naturais que reduzem a complexidade e
a toxicidade da sintese, alinham-se as metas de sustentabilidade ambiental e apresentam
biocompatibilidade intrinseca, favorecida pela origem bioldgica dos precursores [27,58]. CDs
derivados de biomassa, como extratos vegetais, cascas de frutas e residuos alimentares, exibem
maior biocompatibilidade devido a vias de sintese menos nocivas € a menores concentragdes
de subprodutos téxicos, além de se alinharem plenamente aos principios da quimica verde que
norteiam o design de nanomateriais seguros e sustentdveis para uso médico [7,27]. CDs
derivados de plantas demonstraram ainda propriedades adicionais de interesse oncologico: CDs
de gengibre e de Nerium oleander, por exemplo, exibiram citotoxicidade seletiva contra células
cancerigenas, com preservacao das células normais adjacentes, propriedade atribuida a
presenca de fitoquimicos bioativos incorporados durante a carbonizagio, que contribuem para

mecanismos antitumorais independentes da acao fototerapéutica [58].
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7.3.5 Desafios Para a Tradugdo Clinica e Perspectivas Regulatorias

Apesar das vantagens de biosseguranca documentadas, a tradugdo clinica dos CDs verdes
enfrenta desafios que precisam ser sistematicamente abordados antes da aprovacao regulatoria
para uso em seres humanos [5,7,20]. O principal desafio consiste na escassez de estudos de
toxicidade cronica de longo prazo, superiores a um ano, incluindo ensaios imunoldgicos,
genotoxicidade e exposigao a multiplas doses em regimes terap€uticos realistas, que estdo
ausentes na maioria dos estudos publicados at¢ o momento [20]. A variabilidade de lote para
lote, decorrente da heterogeneidade das fontes de biomassa, compromete a reprodutibilidade e
a padronizacdo necessarias a aprovagao clinica, uma vez que mesmo pequenas mudancas nos
precursores ou nas condi¢des de sintese podem resultar em variagdes significativas nas
propriedades Opticas, no perfil de toxicidade e na funcionalizacdo superficial dos CDs

produzidos [58].

A auséncia de protocolos padronizados de sintese, critérios estabelecidos de caracterizagao e
ensaios toxicologicos reprodutiveis constitui um obstaculo regulatorio critico: tanto a Food and
Drug Administration (FDA) dos EUA quanto a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA)
nao possuem diretrizes especificas para nanomateriais a base de carbono, o que torna o processo
de aprovagdo incerto e variavel entre regides [7]. A toxicidade associada a fotodegradagdo dos
CDs sob irradiacdo de luz, relevante para as aplicagdes de PDT e bioimagem continua, requer
investigacao aprofundada, assim como os potenciais interacdes de longo prazo com proteinas
plasmaticas, o sistema do complemento e células imunes, em concentracdes e duracdes de

exposicao realistas [20].

Perspectivas metodologicas emergentes apontam para o uso de inteligéncia artificial e
aprendizado de maquina, bem como de modelos supervisionados e ndo supervisionados,
treinados com descritores fisico-quimicos dos CDs, como ferramentas para a predicdo de
citotoxicidade e a otimizacdo do design de nanomateriais mais seguros, potencialmente
acelerando o processo de desenvolvimento e reduzindo a dependéncia de estudos extensivos
em animais [53]. A consolidag¢do dos green CDs como plataformas terandsticas clinicamente
aprovadas dependerd da constru¢do de um banco de dados normativo de toxicidade, da
padronizagdo dos protocolos de sintese verde, do desenvolvimento de tecnologias de reatores
de fluxo continuo para producdo escaldvel e reprodutivel, e da condugao de ensaios clinicos
multicéntricos em larga escala que validem a seguranca e a eficdcia desses materiais em

populagdes diversas de pacientes oncologicos [5,7,58].
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Em sintese, os CDs obtidos por sintese verde a partir de biomassa representam a subclasse de
nanomateriais fluorescentes com o perfil de biosseguranca mais favoravel disponivel na
atualidade para aplicagdes em fisica médica oncologica, superando os QDs de metais pesados
em todas as dimensdes de seguranca, composicao elementar, mecanismos de toxicidade,
farmacocinética de eliminag¢do e impacto ambiental, e apresentando vantagens adicionais de
biocompatibilidade intrinseca e sustentabilidade ecologica em relagdo aos CDs de precursores
sintéticos aromaticos. Sua consolidacdo como agentes terandsticos aprovados clinicamente
depende de esfor¢os coordenados em padronizagdo, escalabilidade e avaliagdo toxicologica de
longo prazo, desafios que, ao serem superados, posicionardo os green CDs como componentes
fundamentais da préxima geragdo de terapias oncologicas de precisdo [27,38,58]. Sob a
perspectiva da Fisica Médica, o perfil de biosseguranca dos CDs verdes apresenta ainda uma
implicagdo adicional relacionada aos principios da prote¢do radioldgica. Em procedimentos de
medicina nuclear ¢ de imagem molecular, o principio ALARA (4s Low As Reasonably
Achievable) estabelece que as exposicdes a radiagdo ionizante devem ser mantidas tdo baixas
quanto razoavelmente possivel, sem comprometer a qualidade diagndstica ou terapéutica.
Nesse contexto, o desenvolvimento de plataformas teranosticas altamente sensiveis e
biocompativeis, como os CDs verdes, pode contribuir para a otimizacao dos procedimentos ao
favorecer maior eficiéncia na detec¢do € no monitoramento tumoral, reduzindo potencialmente
a necessidade de repeticdo de exames ou do emprego de atividades radioativas acima do
estritamente necessario. Ressalta-se, entretanto, que essa contribuicdo € indireta e depende da
validagdo clinica de cada sistema, ndo decorrendo da capacidade dos CDs de reduzir ou
bloquear a radiagdo ionizante, mas de seu desempenho como nanoagentes de imagem e de

terapia mais seguros e eficientes [5,7,58,59].

8. CONCLUSAO

A presente revisao da literatura buscou investigar o estado da arte das nanoparticulas de carbono
obtidas por sintese verde (green carbon dots, CDs) e suas aplicagdes em fisica médica, com
énfase particular na nanotecnologia terandstica, bem como na seguranga radiologica e biologica
desses materiais. O conjunto de evidéncias reunido ao longo dos capitulos permite afirmar que
os CDs obtidos por sintese verde constituem, atualmente, uma das plataformas nanométricas de

grande potencial para a oncologia de precisao.
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Do ponto de vista estrutural e fotofisico, os CDs verdes revelaram-se nanomateriais de
arquitetura eletronica hibrida, com coexisténcia de dominios sp? grafiticos e regides amorfas
sp?, cuja fotoluminescéncia, absor¢ao Optica e propriedades de conversdo de energia sao
intrinsecamente moduldveis pela composi¢cao do precursor de biomassa, pelos parametros da
sintese hidrotermal e pelas estratégias de dopagem e de funcionalizagdo superficial adotadas. A
emissdo dependente do comprimento de onda de excitacdo, a fotoestabilidade superior aos
corantes organicos convencionais ¢ a sintonizabilidade da emissao para as janelas terapéuticas
NIR I e NIR II, com profundidades de penetragao tecidual de 5 a mais de 20 mm, superiores as
da imagem Optica convencional, fundamentam a aptiddo técnica desses materiais para as
aplicagdes de bioimagem de alta resolu¢do investigadas. A fosforescéncia a temperatura
ambiente e as propriedades de conversdao ascendente e descendente ampliam ainda mais o

espectro de modalidades diagndsticas acessiveis com uma Unica nanoparticula de sintese verde.

No plano das rotas de obtengdo, a sintese hidrotérmica bottom-up a partir de biomassa
consolidou-se como a estratégia mais adequada para a producdo de green CDs destinados a
fisica médica, ndo apenas por sua operacionalidade simples, baixo custo e auséncia de reagentes
toxicos, mas sobretudo por sua capacidade de transferir heterodtomos naturalmente presentes
nos precursores, como nitrogénio e enxofre, diretamente para a estrutura das nanoparticulas por
autodopagem, gerando materiais com rendimentos quanticos e propriedades Opticas superiores
em uma Unica etapa reacional. A codopagem com os elementos N e S, com elevacao reportada
da eficiéncia quantica de fluorescéncia (FQY) de 5,3% para 73% e do tempo de vida de
fluorescéncia de 7,45 ns para 12,11 ns, exemplifica o potencial desses nanomateriais. As
estratégias de engenharia de superficie, por meio de passivagdo, dopagem estrutural e/ou
funcionalizacdo, demonstraram ser determinantes criticos do desempenho dos CDs, habilitando
a bioconjugacao com ligantes direcionadores, a responsividade ao pH tumoral e a complexagao
de ions metalicos para imagem, sem comprometer o perfil de seguranca dos materiais quando

aplicadas adequadamente.

A plataforma terandstica baseada em CDs verdes revelou-se capaz de integrar, em uma tnica
nanoparticula de sintese sustentavel, algumas capacidades simultaneamente: diagnostico por
fluorescéncia de alta resolug@o nas janelas NIR I e NIR II; terapia fotodinamica com geracao
eficaz de espécies reativas de oxigénio; terapia fototérmica com eficiéncias de conversao
fototérmica de até 78%, superiores as de nanoestruturas de ouro; e entrega direcionada de

quimioterapicos com liberagdo responsiva ao microambiente tumoral acido. O efeito EPR,
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analisado como o fundamento fisico que viabiliza o direcionamento passivo de todas essas
modalidades ao microambiente tumoral, revelou sua heterogeneidade clinica como principal
obstaculo translacional, bem como as estratégias de amplificagao farmacologica e fisica como
caminhos promissores para superar essa limitacdo no contexto dos CDs obtidos por sintese

verde.

No que diz respeito a seguranga biologica, dimensao central para qualquer agente destinado a
fisica médica clinica, o conjunto de evidéncias in vitro e in vivo revisado sustenta que os CDs
verdes apresentam o perfil de biocompatibilidade mais favoravel entre os nanomateriais
fluorescentes estudados para aplicacdes oncoldgicas. A farmacocinética de eliminagdo renal
preferencial, associada a densidade reduzida e a auséncia de nucleos metalicos biopersistentes,
distingue, de forma fundamental, os CDs verdes dos nanomateriais metalicos em termos de

seguranca de longo prazo.

Ademais, a revisdo da literatura identificou um conjunto de limitagcdes que condicionam a
traducao clinica dos CDs verdes e definem as fronteiras mais relevantes da area. A auséncia de
estudos de toxicidade cronica com duracdo superior a um ano € em regimes de multiplas doses
representa a lacuna mais critica, visto que os protocolos terapéuticos oncologicos tipicamente
exigem administragdes repetidas ao longo de semanas ou meses. A heterogeneidade do efeito
EPR em tumores humanos e a interagdo dos CDs com proteinas plasmaticas em condicdes
fisiologicas reais sdo dimensdes que demandam investigagdo aprofundada antes do emprego

clinico sistematico desses materiais.

A sintese verde sustentavel, a engenharia de superficie dirigida e as plataformas terandsticas
posicionam os CDs verdes nao apenas como objetos de pesquisa basica, mas como candidatos
reais a proxima geracdo de agentes de diagnostico e terapia oncologica em fisica médica, e
reinem, em uma unica nanoparticula de origem ecologicamente responsavel, as capacidades de
ver, tratar e confirmar o tratamento do cancer simultaneamente, sem os riscos toxicologicos

associados aos nanomateriais fluorescentes convencionais.

Conclui-se, portanto, que os pontos de carbono de sintese verde representam uma convergéncia
tecnologicamente vidvel e cientificamente fundamentada as exigéncias da fisica médica
moderna. Os resultados revistos indicam que sua efetiva consolidagdo como ferramentas
clinicas aprovadas dependera do preenchimento das lacunas aqui identificadas, desafios que,
quando superados, posicionardo os CDs verdes como componentes fundamentais das

plataformas terandsticas de proxima geracao para a oncologia de precisdo.
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