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RESUMO

Os C-dots sdo nanoparticulas a base de carbono e entre diversas aplicacbes, estes
possuem atividade antimicrobiana. Atualmente, as infec¢des bacterianas representam
um grande desafio para a saude, com o aumento da resisténcia bacteriana aos
agentes antimicrobianos e nesse contexto os C-dots tornam-se excelentes candidatos
como novos possiveis antimicrobianos. O objetivo desse trabalho foi realizar a sintese
de nanoparticulas de carbono (C-dots) funcionalizadas com cobre (Cu-NP) e com 6leo
essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum L) (OECr-NP), caracterizar
guimicamente essas hanoparticulas e testar seus efeitos antimicrobianos. A
caracterizacdo quimica das nanopatrticulas foi realizada através da determinacéo do
potencial zeta, espectroscopia de fluorescéncia e FTIR. A avaliagdo da atividade
antimicrobiana das nanoparticulas foi realizada através da determinacdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) desses compostos em relacdo as bactérias
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922. O potencial zeta
das nanoparticulas medido em pH 5,8 foi de -16,0, -16,9 e -18,0 mV. A carga negativa
na superficie das nanoparticulas as torna solUveis em meio agquoso e previne a
agregacao por repulséo eletroestéatica. Além disso, prevé a eficacia de internalizacao
celular, visto que nanoparticulas com grupos funcionais de superficie carregados
favorecem interacdes eletrostaticas com as membranas celulares. Os espectros de
fluorescéncia obtidos para C-dots e Cu-NP mostrou maior pico de emisséo dentro do
comprimento da luz azul. A presenca de grupos funcionais foi avaliada por meio de
FTIR e os principais grupos encontrados correspondem aos esperados nas
nanoparticulas de carbono, indicando a presenca de C, H, O e N. Para as OECr-NP
os valores de CIM foram de 1,019 a 1,168 mg/mL para S. aureus e 0,967 a 0,989
mg/mL para E. coli. J4 para as Cu-NP, os valores de CIM foram de 1,121 a 1,124
mg/mL para S. aureus e de 0,987 a 1,019 mg/mL para E. coli, monstrando que as
nanoparticulas apresentaram atividade antimicrobiana moderada. Concluséo: Os
resultados deste estudo demonstraram a possibilidade de utilizacdo das
nanoparticulas de carbono associadas ao cobre e ao 6leo essencial de cravo como

agentes antimicrobianos.

Palavras-chaves: C-dots, atividade antibacteriana, Concentragéo Inibitoria Minima



ABSTRACT

C-dots are carbon-based nanoparticles and among several applications, they have
antimicrobial activity. Currently, bacterial infections represent a major health challenge,
with increased bacterial resistance to antimicrobial agents and in this context C-dots
become excellent candidates as new possible antimicrobials. The objective of this work
was to perform the synthesis of carbon nanoparticles (C-dots) functionalized with
copper (Cu-NP) and with essential oil of clove (Syzygium aromaticum L) (OECr-NP),
chemically characterize these nanoparticles and test its antimicrobial effects. The
chemical characterization of the nanoparticles was carried out by determining the zeta
potential, fluorescence spectroscopy and FTIR. The evaluation of the antimicrobial
activity of the nanoparticles was performed by determining the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) of these compounds in relation to the bacteria Staphylococcus
aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25922.The zeta potential of the
nanoparticles measured at pH 5.8 was -16.0, -16.9 and -18.0 Mv. The negative charge
on the surface of the nanoparticles makes them soluble in an aqueous medium and
prevents aggregation by electrostatic repulsion. In addition, it predicts the effectiveness
of cell internalization, since nanoparticles with charged surface functional groups favor
electrostatic interactions with cell membranes. The fluorescence spectra obtained for
C-dots and Cu-NP showed the highest emission peak within the length of the blue light.
The presence of functional groups was assessed using FTIR and the main groups
found correspond to those expected in carbon nanopatrticles, indicating the presence
of C, H, O and N. For OECr-NP the MIC values were 1.019 to 1.168 mg/mL for S.
aureus and 0.967 to 0.989 mg/mL for E. coli. For Cu-NP, MIC values ranged from
1.121to 1.124 mg/mL for S. aureus and 0.987 to 1.019 mg/mL for E. coli, showing that
the nanoparticles showed moderate antimicrobial activity.The results of this study
demonstrated the possibility of using carbon nanopatrticles associated with copper and

clove essential oil as antimicrobial agents.

Keywords: C-dots, antibacterial activity, Minimum Inhibitory Concentration
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INTRODUCAO

Nanociéncia e Nanotecnologia (N&N)

A nanotecnologia é a ciéncia aplicada a manipulacdo de materiais, onde pelo menos
um de seus componentes esta dimensionado a nanoescala. A sintese desses novos
nanomateriais € de extrema relevancia por possibilitar inimeras aplicagdes. Devido
a aquisicao de novas propriedades fisicas e quimicas, ja apresentando entéo
inumeras aplicacGes em diferentes areas (BATISTA; PEPE, 2014).

Apresenta-se como um campo de atuacdo interdisciplinar, envolvendo a
integracdo de areas como a matematica, quimica, fisica, ciéncia de materiais, entre
outras. Essa correlacdo de é&reas afins, resulta em nanomateriais de diversas
aplicacoes. Podendo variar desde cosméticos a medicamentos, materiais eletrénicos,
entre outros (KOOPMANS; AGGELI, 2010).

A nanotecnologia busca descobrir novas finalidades e fungbes dos
nanomaterais baseando-se nas caracteristicas adquiridas que envolvem seu efeito
guantico e de superficie. Enquanto a nanociéncia busca entender os comportamentos
adquiridos em nanoestruturas (CALDEIRA et al., 2016).

Os avancos emergentes por estudos relacionados ao uso da nanotecnologia
aplicada a aplicagcdes médicas. A utilizagdo de nanoparticulas como nanocarreadores
como delineamento de sistemas de entrega de farmacos com vista a tratamento local
ou sistémico, se revela de extrema importancia, justificando assim a importancia de

novos estudos com variaveis aplicagdes (GARCIA, 2014).

1.2 Nanomedicina

Os avangos tecnolégicos a partir na nanociéncia e nanotecnologia
revolucionaram o entendimento de modelos presentes na natureza. Por exemplo,
flagelos de bactérias podem ser definidos em estrutura-funcdo como nanomotores,
conferindo a algumas espécies, capacidade de movimentos giratorios gerados por
variacao de fluxo de prétons. As estruturas bioldgicas com tamanhos nanométricos
variaveis estao representadas na Figura 1.

As células sdo o quantum da biologia, a menor e mais fundamental unidade,

pela qual todo o maquinario humano é capaz de existir. A célula é constitui-se por



agregados de nanoestruturas moleculares ativas. Entdo a nanomedicina surge para
auxiliar no entendimento de mecanismos moleculares envolvendo nanoestruturas
(WHITESIDES, 2005).

Figura 1 - Exemplos de estruturas bioldgicas variando escala de tamanho
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SILVA, S. L. A.; VIANA, M. M.; MOHALLEM, N. D. S, 2009.

Assim, a Nanomedicina apresenta-se como um campo multidisciplinar que
correlaciona a nanoengenharia e a nanotecnologia com a medicina. O uso de
nanoparticulas tornou possivel aplicagcdes médicas que vao desde diagndstico in vitro
ou in vivo a tratamento farmacolégico (PELAZ et al., 2017).

Os estudos j& realizados na area de medicamentos mostram que tamanho,
forma e propriedade da superficie dos farmacos exercem influéncia nas interacoes
bioldgicas, por exemplo, sobre a absorcédo celular, biodisponibilidade e atividade
celular. Além destes aspectos, o delineamento da superficie dos farmacos € capaz de
conferir maior afinidade e especificidade, e por consequéncia melhorias em
tratamentos terapéuticos, o que auxilia nos processos e etapas farmacocinéticas e
farmacodinamicas (PETROS; DESIMONE, 2010).

A primeira geragdo de nanoparticulas com alvo terapéutico foram os
lipossomas conjugados com drogas (ZHANG et al.,, 2007). Os lipossomas sao
vesiculas compostas por uma membrana lipidica bilateral, capazes de encapsular
moléculas facilitando a sua absorc¢éo e distribuicdo em meio bioldgico.

Atualmente os avangos da N&N se baseiam no desenvolvimento de

nanoparticulas combinadas com mecanismos de entrega de farmacos que assim,
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facilitam a atividade desses. Apresentando-se, entdo, como uma ferramenta para
agregar uma medicina personalizada e sendo de grande interesse para a industria
farmacéutica. As nanoparticupas associadas aos farmacos podem resultar
em melhorias relacionadas a solubilidade de drogas pouco hidrossoluveis, aumento
da estabilidade, modificacdo das etapas farmacocinéticas, frequéncia e dose,
podendo diminuir os efeitos toxicos dose-dependentes e aumentar a
biocompatibilidade (KUMAR, 2010; ZHENG et al., 2019).

Nanomateriais: fulereno, grafeno e carbon dot

Atualmente tem se observado um grande interesse no desenvolvimento de
nanomateriais a base de carbono, elemento muito comum na natureza, presente em
mais de um milhdo de compostos. A maioria dos hanomateriais a base de carbono néo
sao toxicos e apresentam um forte apelo ambiental atraindo grande atencao, pois
possuem diversas aplicacbes (ATABAEV, 2018; TADESSEet al., 2018).

Entre os nanomateriais a base de carbono, o fulereno foi o primeiro dessa classe
a ser descoberto em 1985 (KROTO et al.,, 1985). Em 1991, lijima anunciou a
descoberta do que ele chamou de estrutura de carbono finita constituida por tubos em
forma de agulha e que hoje conhecemos como nanotubos de carbono. Em 2004,
Novoselov et al. (2004) divulgaram a sintese do grafeno. O grafeno pode ser definido
como um fino filme de &tomos de carbono arranjados hexagonalmente em uma
estrutura bidimensional (HONG et al., 2015).

Os C-dots, também conhecidos como pontos quanticos de carbono ou quantum
dots de carbono, representam outra classe de nanomateriais a base de carbono e
foram descobertos acidentalmente em 2004, durante a purificacdo de nanotubos de
carbono (XU et al., 2004). C-dots sédo nanoparticulas quase esféricas constituidas de
carbono com tamanho inferior a 10 nm (ATABAEV, 2018; HONG et al., 2015).

Uma caracteristica importante dos C-dots é a emissdo de fluorescéncia. Nos
meétodos fotoluminescentes caracterizados pela fluorescéncia, a excitacdo da
molécula é conduzida pela absorgdo de fétons. A molécula é inicialmente excitada e
promovida para um estado eletrénico de maior energia, cujo retorno ao estado
fundamental é acompanhado pela emissdo de radiacdo eletromagnética. A
fluorescéncia possui um tempo de vida extremamente curto. A fluorescéncia é emitida

em comprimentos de onda maiores aqueles de excitacdo, deslocando-se entre 50 e



150 nm quando comparado ao comprimento de onda da luz usado para a excitacéo da
molécula (LIU et al., 2018; HONG et al., 2015; SOTOMAYOR et al., 2008).

A emissao de fluorescéncia dos C-dots é dependente dos comprimentos de
onda de excitagao e o comprimento de onda do pico de emissao pode ser ajustado na
luz visivel de 400 a 750 nm. Os comprimentos de onda de emissao dos C-dots na faixa
do ultravioleta até o infravermelho mudam em funcédo do tamanho das particulas,
sugerindo que o confinamento quantico é um importante contribuinte para a
fluorescéncia dos C-dots (LIU et al., 2018; HONG et al., 2015).



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Principal

O objetivo principal desse trabalho foi realizar a sintese de nanoparticulas de
carbono (C-dots) funcionalizadas com cobre (Cu-NP) e com 6leo essencial de cravo-
da-india (Syzygium aromaticum L) (OECr-NP), caracterizar quimicamente essas

nanoparticulas e testar seus efeitos antimicrobianos.
2.2. Objetivos Especificos

e Sintese das nanoparticulas de carbono (C-dots)

e [Funcionalizacdo das nanoparticulas de carbono (C-dots) com cobre (Cu-NP) e
com 6leo essencial de cravo-da-india (OECr-NP)

e Caracterizacdo quimica das nanoparticulas de carbono (determinacdo do
potencial zeta, espectroscopia de fluorescéncia e FTIR)

e Avaliacdo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas de carbono através
da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) desses compostos
em relacdo as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli
ATCC 25922



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Nanomateriais

Os materiais em escala nanométrica apresentam divergéncia quando
comparados com 0 mesmo material em escala atdbmica. Propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas sao determinadas e controladas por mecanismos quanticos. As
melhorias relacionadas a parte fisico-quimica dos nanomateriais podem se dar em
estrutura, forma e composicao da superficie (BARKALINA et al., 2014).

Como ja explicado, os nanomateriais tornam possivel o uso de novas
tecnologias em saude na nanomedicina (KRANZ; EATON; MIZAIKOFF, 2011). Os
nanomateriais além de contribuirem para a resolucdo de problemas tais como o
transporte de moléculas bioldgicas, sdo biomarcadores tumorais com maior eficiéncia
e também podem auxiliar no aperfeicoamento do diagnostico de doencas e tratamento
terapéutico (DRAGOVIC et al., 2011).

Desta forma, os principais materiais utilizados na area médica sdo: 1)
Nanomateriais metalicos: sdo utilizadas como biossensores, sistema de entrega de

farmacos e diagndstico. Possuem propriedades 6ticas, eletrdnicas e cataliticas; 2)

Nanomateriais magnéticos: representados por M2*Fe204. A notacao M2+ indica a
presenca de metais (Mn, Co, Zn, Fe). Podem ser usados no sistema de entrega de
farmacos (Drugs Delivery Systems), agentes de contraste de ressonancia magnética
e terapia anticancer; 3) Nanoparticulas de carbono: apresentam diferentes
caracteristicas relevantes para areas como a mecanica, eletrénica, éptica e quimica.
A utilizagdo desses materiais envolve biossensores, engenharia téxtil, sistemas de
entrega de farmacos, entre tantos outros (CANCINO; MARANGONI; ZUCOLOTTO,
2014).



3.1.1 Nanoparticulas de carbono

Nanoparticulas de carbono, também chamadas de Carbon Quantum Dots
constituem um exemplo de nanomaterial. Xu et al. (2004) relataram que, a partir do
processo de eletroforese realizado para purificar nanotubos de carbono de parede
simples (SWNTs), observou-se a presenca de um material descrito como
“‘nanoparticulas fluorescente derivadas da mistura dos SWNTs”. Os autores
verificaram que 10% da massa obtida em sua sintese de nanotubos de carbono eram
uma mistura de nanoparticulas luminescentes, compostas apenas por carbono,
hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, o que hoje conhecemos como C-dots (ATABAEV,
2018; HONG et al., 2015).

Assim, a composicao quimica dos C-dots € constituida de carbono, hidrogénio,
oxigénio e nitrogénio e a porcentagem de cada elemento varia dependendo do tipo de
método e da matéria prima utilizada para produzir os C-dots (ATABAEV, 2018; HONG
et al., 2015).

Nos C-dots, a fonte de carbono utilizada e o método de sintese exercem
influéncia no tamanho e capacidade da superficie ser conjugada a outros elementos
ou moléculas. E a passivacao (ligacdo de outros elementos ou grupos funcionais a
superficie da nanoparticula) com moléculas organicas pode resultar em particulas
mais soluveis e fluorescentes (WANG et al., 2011).

Os C-dots apresentam melhorias relacionadas ao tamanho, forma,
luminescéncia e por causa da superficie favorecem bioconjugacdes. Podem ser
produzidos em larga escala e suas caracteristicas permitem seu uso em
bioimageamento, sistema de entrega de farmacos, sensores e ferramentas de
diagnostico (BAKER, 2010).

Além dessas amplas aplicacfes, acrescenta-se em comparagdo com 0S
demais materiais, as vantagens apresentadas pelos carbon dots como baixa
toxicidade, compatibilidade com o meio bioldgico, baixo custo de sintese e faceis rotas
sintéticas. A sintese de C-dots se subdivide em dois grandes grupos: Top-down e
Bottom-up (LIM; SHEN; GAO, 2015).



3.2 Sintese das nanoparticulas de carbono

Os métodos de sintese de nanoparticulas de carbono podem ser classificados de

acordo com a matéria precursora (Figura 2).

A primeira rota, chamada de Top- down é baseada na quebra de estruturas
maiores de carbono (grafite, nanotubos de carbono). Enquanto a segunda, chamada
de Bottom-up, fundamenta-se em técnicas de combustao, tratamento termal, micro-
ondas, utilizando como fonte precursores moleculares como: citrato, carboidratos,

polimeros de silica, entre outros (TADESSE, et al., 2018).

Figura 2 — Esquematizacao dos tipos de sintese das nanoparticulas de carbono

classificados de acordo com o precursor

( TOP-DOWN ’ BOTTOM-UP |

= : -
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Bulk Unidades pequenas

Nanoparticulas

Fonte: elaborada pelo prépio autor.

Os métodos top-down podem ser obtidos por meio de métodos fisicos ou
quimicos. Os métodos fisicos podem envolver técnicas como descarga de arco,
ablacao por laser, oxidacao eletroquimica, oxidagdo quimica, entre outros. No entanto,
os C-dots obtidos por esses métodos apresentam geralmente baixa fluorescéncia. Os
exemplos de sintese quimica envolvem técnicas de sintese eletroquimica, reagéo
envolvendo processos de combustdo/hidrotermal/térmico/oxidacdo &cida (DINC,
2016; HIMAJA et al., 2014).

Por causa de todas os processos classificados e pela reprodutibilidade da
sintese, reprodutibilidade, maior controle de reacéo e delineamento de produtos ja

previamentes esperados, a técnica utilizada se baseou na rota sintetica classificada
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dentro do processo de bottom-up.

Propriedades e aplicacdes dos C-dots

As caracteristicas apresentadas pelos C-dots variam em relacdo a forma,
tamanho, superficie, composicdo, carga, hidrofilicidade e fatores estéricos. Essas
propriedades sdo extremamente relevantes para aplicacdo biolégica por meio da
funcionalizagdo da superficie com moléculas de interesse, possibilitando a entrega da
formulagédo a sitios biolégicos especificos. A mudanca de superficie é capaz de
resultar em maior solubilidade e por consequéncia melhor biocompatibilidade (TSOI
et al., 2012)

Uma propriedade de interesse médico apresentada pelos carbon dots é a
fluorescéncia, que varia de acordo com o tamanho apresentado pela nanoparticula.
Os C-dots possuem tamanho inferior a 10 nm (FANG et al.,, 2011). O efeito
fluorescente é observado a partir do momento que os elétrons do material excitado
mudam para um nivel eletrdnico de maior energia e, estes ao retornarem para o
estado fundamental emitem radiagdo eletromagnética. A emissdo apresentada pelos
C-dots depende da excitacdo. O pico de emissdo pode ser aumentado para a regido
do visivel (400 a 700 nm) a partir do aumento no comprimento de onda da excitacdo
ou com a reducado do tamanho da nanoparticula. Essa reducéo explicada a partir do
confinamento quantico, onde o0s niveis energéticos apresentados sao
correspondentes ao tamanho do ponto quéantico € uma das teorias aceitas para elucidar
essa propriedade (SUN et al., 2006; LIU et al., 2018).

A fluoréscencia dos carbon dots € atribuido a efeitos quanticos das armadilhas.
Os defeitos encontrados nas folhas de grafeno se assemelham estruturalmente aos
encontrados nos C-dots, e por consequéncia se assume que possuem 0S Mesmos
mecanismos fotoluminescentes. O confinamento quantico é resultado da variacdo da
densidade dos estados eletrbnicos, posicdo e momento das particulas livres e
confinadas. Com a diminuicéo do tamanho, a excitacao eletronica sofre deslocamento
para regibes de maior energia, conforme mostrado na figura abaixo (SANDRI;
KRIEGER; COSTA,; SILVA; BECHTOLD; ZIMMERMANN, 2017).
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Figura 3 — Densidade de estados eletrébnicos em funcdo do tamanho e da

dimensao.

(a)

'_,_:-r(b)

©)
k

| (d) -

Energia

Densidade de estados

FONTE: SANDRI, 2017.

Entre as diversas possiveis aplicacdes dos C-dots, na area de saude, tém sido
estudado como fonte de bioimagem, como carreador de farmacos e como sensor
quimico e biolégico. Os C-dots apresentam excelentes propriedades de
fotoestabilidade e biocompatibilidade. Os C-dots mostram que sao viaveis por
empregarem rotas sintéticas simples e apresentarem estabilidade coloidal em longo
prazo e baixa toxicidade ambiental e biolégica. Com isso, a perspectiva da utilizacdo
desses nanomateriais compostos de carbono tem um forte apelo ambiental por
representar um material que envolve a chamada tecnologia verde (VASIMALAI et al.,
2018; HONG et al., 2015; LIU et al., 2018).

No estudo de Liu et al. (2011), os autores realizaram um teste com células
cancerigenas de figado humano, HepG-2 cultivadas com C-dots durante 24 horas.
Como resultado, através de um microscopio confocal de varredura a laser, as células
tornaram-se luminescentes com as cores azul, verde e vermelho, com 405 nm, 488 nm
e 543 nm de comprimentos de onda de excitagao, respectivamente. Isto confirma que

os C-dots foram internalizados nas células por endocitose. Os C-dots exibiram baixa
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toxicidade para as células mantendo a viabilidade de cerca de 100% para

concentracdes inferiores a 240 pgmL'l. Isto sugere um grande potencial desses
nanocompostos para aplicacdes biomédicas.

No estudo de Liu et al. (2018) foi reportado a sintese em um Unico passo de C-
dots altamente luminescentes usando acido félico com precursor e o método de
sintese hidrotérmico. Um dos aspectos importantes do sucesso da sintese dos C-dots
€ aumentar os rendimentos quanticos de fluorescéncia (QY) para aumentar a sua

visibilidade nas células (Figura 4).

Figura 4 - C-dots na cubeta sob luz branca e luz UV (fluorescéncia); imagem

fluorescente das células cancerigenas Hela com C-dots sob luz UV

Fonte: LIU et al., 2018.

C-dots como carreadores de farmacos

Os C-dots também possuem um grande potencial para o carreamento de
farmacos. A entrega de medicamentos busca maximizar a biodisponibilidade deste
em um local especifico do corpo. A dosagem total de um medicamento assim como
os efeitos secundarios adversos podem ser simultaneamente reduzidos com a
utilizacdo de nanomateriais de carbono como veiculos de entrega de farmacos para
locais especificos em meio bioldgico..

O tamanho, a superficie e forma de nanoparticulas influenciam a
biodisponibilidade in vivo. Particulas com tamanho inferior a 5nm sdo eliminadas
rapidamente por meio do extravasamento ou clearence renal (CHOI et al., 2007). E a

A remocédo das nanoparticulas envolve as células do Sistema Reticuloendotelial (RES)
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e as células de Kupffer, localizadas no figado. Ja o acumulo esta relacionado com a
adsorcao de proteinas especificas a superficie da particula. Processo conhecido como
opsonizacdo acontece quando opsoninas, como a imunoglobulina, atuam no
reconhecimento de microrganismos ou particulas. Mecanismo relacionado ao RES e
ao sistema complemento (GENG; DALHAIMER; CAI; TSAI; TEWARI; MINKO;
DISCHER, 2007).

O tamanho da particula também influencia na absorcdo, em diferentes
processos celulares. Por exemplo: fagocitose, macropinocitose, endocitose mediada
por caveolares e endocitose mediada por clatrina, e na biodistribuicdo. A forma
também demostra ter influéncia na interacdo célula — particula, podendo ser inibida
ou induzida, dependendo da forma geométrica que esta apresenta e,
consequentemente também pode interferir na biodistribuicdo (GENG et al., 2007)

Os nanomateriais apresentam uma predisposi¢cao para se acumular dentro de
tumores, assim a carga Util com as moléculas de droga pode ser especificamente
entregue no tecido canceroso, deixando o tecido normal ndo afetado pela droga
(HONG et al., 2015; LIU et al., 2018).

O acumulo de nanoparticulas apresentado pela vasculatura tumoral se mostra
de maneira passiva e ndo seletiva. A explicacéo plausivel para isso se deve a um mal
desenvolvimento causado pelo comprometimento do sistema vascular, resultando em
vazamento e possibilidade de acumulo de macromoléculas, por consequéncia, a
drenagem realizada pelo sistema linfatico se torna ineficaz (FANG; NAKAMURA;
MAEDA, 2011)

No estudo de Sun et al. (2008), o medicamento anticancerigeno doxorrubicina
foi adsorvido nos C-dots contendo anticorpos conjugados. A droga foi seletivamente
transportada para células cancerigenas e matou as células, mostrando que os C-dots
podem ser eficientemente utilizados como carreadores seletivos de farmacos.

No estudo de Wang et al. (2015) os C-dots foram isolados de cerveja comercial
e apresentaram tamanho de 2,5 nm. Os C-dots apresentaram excelente solubilidade
e propriedades fluorescentes com rendimento quantico de fluorescéncia de 7,39% na
excitacdo da luz UV (365 nm). A caracterizacdo dos componentes mostrou que os C-
dots continham 59,52% de carbono, 36,71% de oxigénio e 3,77% de nitrogénio. A
citotoxidade dos C-dots foi testada usando células humanas de cancer da mama MCF-
7. A viabilidade celular foi mantida em concentracdes de C-dots superiores a 12,5

mg/mL por 48 horas de incubacdo. Na maior concentracao testada de 50 mg/mL a
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viabilidade celular caiu para 68%, provavelmente porque a alta concentracdo de
C-dots aumentou a pressdo osmotica nas células, levando a desidratacdo e morte
celular.

Os C-dots foram entdo conjugados com medicamento anticancerigeno
doxorrubicina formando os C-dots-DOX para estudo da acdo destes como
carreadores de farmaco na terapia anticancer. A atividade dos C-dots-DOX e da
doxorrubicina livre foi avaliada através da incubacdo destes com as células humanas
de cancer da mama MCF-7, nas concentrac¢des de 0,02, 0,08, 0,32, 1,25, 5,00 e 20,00
mg/mL, por 48 horas. Ndo foram observadas diferencas de citotoxidade dos C-dots-
DOX e da doxorrubicina livre nas menores concentragfes testadas. Porém conforme
as concentracdes aumentaram, a doxorrubicina livre mostrou muita citotoxidade em
comparacao com os C-dots-DOX. A principal razéo desse resultado € que a liberacao
da doxorrubicina dos C-dots-DOX aconteceu de forma lenta e gradual, gerando um
aumento da viabilidade celular. A doxorrubicina é conhecida por seus efeitos colaterais
como reacdes gastrintestinais e de pele. Como os C-dots-DOX tendem a seacumular
mais nas células cancerigenas que nas células normais, os resultados do estudo
sugerem que os dos C-dots-DOX podem reduzir os efeitos colaterais da doxorrubicina
livre (WANG et al., 2015).

No estudo de Vasimalai et al. (2018) os C-dots produzidos a partir de pimenta
do reino preta foram avaliados quanto a citotoxidade em células humanas
cancerigenas (LN-229) e em células humanas renais normais (HK-2). Os C-dots
testados nas concentracdes de 0,1 a 2,0 mg/mL mostraram maior entrada nas células
cancerigenas quando comparado com as células normais. Os resultados mostraram
que os C-dots nas maiores doses testadas inibiram a viabilidade celular das células
em 24 horas apresentando maior toxicidade para as células cancerigenas em
comparacao com as células normais. Como controle foi sintetizado C-dots a partir do
acido citrico e estes ndo mostraram toxicidade significativa para as células
(cancerosas ou normais). Esses resultados evidenciaram que a presenca de piperina
nos C-dots produzidos a partir de pimenta do reino preta foram responsaveis pela
citotoxidade seletiva nas células cancerigenas.

Outra aplicacéo interessante dos C-dots € 0 seu uso como sensor quimico. A
presenca de varios grupos funcionais na superficie dos C-dots (N, O, S, entre outros)
facilita a ligacéo destes com os analitos de interesse (DEVI et al., 2018). A ligacéo de

ions metélicos na superficie dos C-dots causa diminuicéo da fluorescéncia e assim 0s
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C-dots podem ser utilizados para desenvolver sensores quimicos para varios metais
como: mercurio, chumbo, cobre e cromo (DAS et al., 2017; KUMAR et al., 2017; MA
et al., 2018; YAN et al., 2014).

Varios autores também descreveram o uso dos C-dots como sensor bioldgico,
sendo possivel a sua aplicacdo para a deteccdo de acido fitico (GAO et al., 2015),
glicose (SHI et al., 2011) e acido ascorbico (LIU et al., 2016) e tiamina. No estudo de
Din¢ (2016) os C-dots extraidos de melaco de beterraba acucareira foram usados
como sensores bioldgicos para a detecgéo de riboflavina (vitamina B) e do antibi6tico
tetraciclina. Na deteccao de riboflavina a energia de fluorescéncia (FRET) dos C-dots
foi transferida para a riboflavina e foi obtida uma relagéo linear entre o decréscimo da
FRET dos C-dots e aumento da concentracdo de riboflavina. A tetraciclina também
decresceu a fluorescéncia dos C-dots e houve uma relacao linear entre decréscimo
de fluorescéncia dos C-dots e aumento da concentracdo de tetraciclina. Assim, a
autora concluiu que os C-dots puderam ser utilizados com eficiéncia como sensores

para a deteccdo de riboflavina (vitamina B) e do antibi6tico tetraciclina.

Resisténcia Antimicrobiana —um desafio mundial de salude

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a falta de investimentos e
inovacdo relacionada ao desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos
juntamente com o surgimento de microrganismos resistentes representa Serios riscos
a saude, visto que atualmente a quantidade de farmacos sob estudo pré-clinico € de
eproximandamente 60, dos quais 50 sédo antimicrobianos sintéticos e apenas 10 séo
de origem biologica (WHO, 2020).

A resisténcia microbiana é a habilidade que o microrganismo possui de
continuar integro mesmo na presenca de niveis terapéuticos de determinado
antimicrobiano. Essa resisténcia pode ser classificada em: intrinseca ou natural e
adquirida. A resisténcia intrinseca resulta da mutacdo espontanea do material
genético que confere alguma nova adaptacéo, permitindo que o organismo resista aos
efeitos letais do agente antimicrobiano (as mutagdes podem ser substituicoes de base,
mutacdes de deslocamento de quadros, delecbes de material genético ou insergdes
de elementos de DNA). A resisténcia adquirida € aquela obtida por meio de mutagéo
no DNA ou aquisi¢cdo dos genes de resisténcia de outras bactérias, podendo ser por

meio de conjugacéo, transducéo ou transformacéo (ANVISA, 2012).
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Em cima dessa problematica, visivel a um contexto mundial, a OMS organizou
em 2015 o Plano de Acgéo Global contra a resisténcia antimicrobiana, cujos objetivos
se baseiam em: entender os mecanismos envolvidos no processo de resisténcia;
reduzir novos casos de infecgdes; otimizar o uso de antimicrobianos e investir em
estudos para a descoberta de novos agentes antimicrobianos, métodos de diagnéstico
e vacinas.

O resultado desse problema de saude publica vai desde efeitos negativos na
terapia clinica até os altos custos do tratamento. O desfecho clinico causado por
tratamentos ineficazes e tempo de internacédo prolongado é o aumento de casos de
morbidade e mortalidade (WHO, 2019).

As fases j4 estabelecidas para o desenvolvimento de novos agentes

antimicrobianos sao esquematizadas na Figura 5.

Figura 5 — Esquema de etapas de descoberta, producédo e testes de agentes

farmacoterapéuticos:
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Fonte: WHO, 2019.

Cerca de 78,6% dos testes pré-clinicos em desenvolvimento estdo centrados
em industrias farmacéuticas comerciais enquanto apenas 18,6% sao desenvolvidos
no meio académico. E a distribuicdo geoespacial dos estudos sdo maioritariamente
localizados na Europa, cerca de 45,5% e, na América do Norte com aproximadamente
35% (WHO, 2019).
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A revisao de estudos de testes presentes na fase clinica feita pelo plano de
acdo contra a resisténcia antimicrobiana se mostrou ineficiente em nimeros. Além de
revelar que a maioria dos antibioticos na fase de teste é resultado de alteragdes de
classes de antibioticos ja existentes. Essas modificacfes sdo incapazes de solucionar
problemas como a multirresisténcia, ou seja, patdgenos apresentando mecanismos

de resisténcia a varias classes de farmacos (WHO, 2017).

Efeito antimicrobiano dos Carbon Dots

Conforme exposto anteriormente, as infec¢cdes bacterianas representam um
grande desafio para a saude, especialmente com o aumento da resisténcia bacteriana
aos antibidticos, exigindo o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
alternativos. Além do estado fotoexcitado que torna os C-dots nanomateriais
fluorescentes, estes também realizam processos redox (reacdes de oxidacdo e
redugéo). Tais processos redox foto induzidos tornam os C-dots excelentes
candidatos como agentes antibacterianos (DONG et al., 2017; MOHAMAD et al.,
2017; MOHAMMED et al., 2016).

No trabalho de Al-Jumaili et al. (2017), o estresse oxidativo das células foi o
principal mecanismo de acao proposto para explicar a acéo bactericida dos C- Dots.
Esse estresse oxidativo das células é causado pela geracao de espécies reativas de
oxigénio (EROS). Com a superproducdo de EROS pelos C-dots, as células entram
em um estresse oxidativo que provoca danos extensos nos componentes celulares.
Assim o estresse oxidativo € tido como a chave para a atividade bactericida dos C-
dots através da formacdo de EROS que levam a danos permanentes no DNA e morte
celular.

No estudo de Mohamad et al. (2017) foram sintetizados C-dots com a superficie
funcionalizada com o composto 2,2 etileno dioxido bis etilamina (EDA-C-dots) com
rendimentos quanticos de fluorescéncia (QY) de 7,5, 17 e 27%. Os resultados do
estudo revelaram de forma clara que a fungcéo antimicrobiana dos C-dots estava
correlacionada com o QY. Assim os C-dots com maior QY demostraram maior
atividade antimicrobiana quando comparados com os C- Dots com menor QY. Os
estados fotoexcitados dos C-dots formam processos redox que geram espécies

reativas como oxigénio singleto e radicais hidroxila capazes da matar as bactérias. O
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teste de atividade antimicrobiana com a bactéria gram positiva Bacillus subtilis que foi

incubada por 3 horas com os EDA-C-dots com QY de 27% e na concentracao de 15,8

mg/mL mostraram uma reducao de 10° UFC/mL para 10° UFC. Quando o teste foi
realizado nas mesmas condi¢des, mas com incubacdo de 1 hora a reducao da carga

bacteriana foi menor de 10° UFC/mL para 10" UFC/mL, mostrando que o tempo de
incubacdo também é um fator que influencia na atividade antimicrobiana dos C-dots.

No estudo de Dong et al. (2017), os C-dots inibiram o crescimento de
Escherichia coli e Bacillus subtilis e o efeito inibitorio foi dependente da concentracao
de C-dots utilizada. Com a concentracdo aumentando de 0,5 a 64 ug/mL, os C-dots
exibiram aumento da atividade inibitéria sobre as bactérias testadas e a concentracao
dos C-dots que inibiu completamente o crescimento das bactérias E. coli e B. subtilis
foi de 64 pug/mL. Quando os C-dots foram combinados com H203, foi observado um
efeito antibacteriano sinérgico e a combinacao de 10 pg/mL de C-dots com 8,82 mM
de H202, reduziu significantemente o nimero de células viaveis de E. coli.

No estudo de Thakur et al. (2018), os C-dots foram sintetizados usando goma
arabica e entdo foram utilizados como um veiculo carreador do antibiético
ciprofloxacina. A ciprofloxacina foi conjugada com os C-dots formando os Cipro- C-
dots. No teste de citotoxidade celular, os C-dots foram biocompativeis com as células
Vero e as células permaneceram viaveis em todas as concentracdes testadas (13-80
mg/mL). A ciprofloxacina livre teve maior citotoxidade para as células Vero que
mostraram 79% de viabilidade na maior concentracao testada de 1,2 mM. Ja os Cipro-
C-dots mostraram menor citotoxidade para as células Vero em relacdo a
ciprofloxacina livre. As células Vero mostraram 93% de sobrevivéncia no inicio do
teste com os Cipro-C-dots na concentracdo de 80 mg/mL e a viabilidade celular foi
reduzida para 84% no fim do teste. A diminuicdo da viabilidade celular ocorreu pela
liberacdo controlada do antibiético a partir dos C-dots para as células.

A atividade antimicrobiana dos C-dots, da ciprofloxacina livre e dos Cipro- C-dots
foi realizada utilizando as bactérias gram positivas B. subtilis e S. aureus e as bactérias
gram negativas E. coli e P. aeruginosa através do método de difusdo em pocos nas
placas de agar Muller Hinton e a medida do halo de inibicdo. Os C-dots apresentaram
a menor atividade antimicrobiana com halos de inibicdo de 11 a 14 mm para as
bactérias testadas. A ciprofloxacina livre apresentou maior atividade antimicrobiana

em relagdo aos C-dots com halos de inibicdo de 25 a 31 mm. J& os Cipro-C-dots
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apresentaram a maior atividade antimicrobiana com halos de inibicdo de 25 a 33 mm.
Os autores concluiram que os C-dots podem ser utilizados com um veiculo carreador
de antibiéticos como a ciprofloxacina para atuar contra bactérias gram positivas e
gram negativas (THAKUR et al., 2018).

No estudo de Jhonsi et al. (2018), os C-dots foram sintetizados a partir de
tamarindo e sua atividade antimicrobiana foi testada contra E. coli e C. albicans
usando o método de disco difusdo. Os C-dots apresentaram atividade antimicrobiana
com halos de inibigdo de 7-12 mm. E a biocompatibilidade dos C- Dots foi confirmada
com um teste in vitro de citotoxidade com células normais de mioblasto de rato (L6). A
viabilidade celular ndo foi afetada nas maiores concentracdes de C-dots testadas (200
pg/mL) por 48 horas.

No trabalho de Li et al. (2018) os C-dots foram sintetizados a partir de vitamina
C e foram testados para atividade antimicrobiana contra S. aureus, B. subtilis e E. coli.
A atividade antimicrobiana foi dependente da concentracdo dos C-dots (5, 25, 50, 75
e 100 ug/mL). Para a bactéria B. subtilis a concentracéo bactericida minima foi de 50
pg/mL. Ja& para as bactérias S. aureus e E. coli, as melhores concentracdes

bactericidas foram de 100 pg/mL, conforme pode ser visualizado na Figura 6.

Figura 6 — Imagens de placas com S. aureus, B. subtilis, Bacillus sp. WL-6 e E.
coli apés tratamento por 24 horas de C-dots (5, 25, 50, 75 e 100 ug/mL)
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FONTE: LI et al., 2018.
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Awak et al. (2017) funcionalizaram nanoparticulas de carbono com
etilenodiamina (EDA). Os resultados do estudo revelaram que a fun¢ao antimicrobiana
dos C-dots-EDA estava correlacionada com o rendimento quantico de fluorescéncia
(QY). Assim os C-dots com maior QY demostraram maior atividade antimicrobiana
guando comparados com os C-dots com menor QY. Os estados excitados dos C-dots
formam processos redox que geram espécies reativas de oxigénio (oxigénio singleto
e radicais hidroxila) capazes da matar as bactérias. A propriedade 6tica apresentada
pelos C-dots relacionada ao QY € diretamente afetada por processos de passivagao
da superficie das nanoparticulas com moléculas organicas como o EDA, fornecendo
a nanoformulag&o grupos amina que resultam aumento do efeito de fluorescéncia (LIU
et al., 2016).

Figura 7 — Diferentes mecanismos de atividade antimicrobiana apresentados
por nanoparticulas a partir da producao de Espécies Reativas de Oxigénio:
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A atividade antimicrobiana apresentada pelos C-dots baseia-se em
mecanismos resultantes do processo estresse oxidativo como: a desestabilizagéo da
estrutura celular, geracdo de espécies reativas de oxigénio, fragmentacdo e
condensacdo do DNA bacteriano e lise celular, resultando no extravasamento do

conteudointracelular, conforme apresentadopela figura (BING et al., 2016).

Microrganismos de importancia clinica e a necessidade de novas terapias

antimicrobianas

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae, sao bactérias
Gram positivas, imoveis, agrupadas em massas irregulares ou cachos de uva,
anaerobias facultativas e catalase positivas. Os Staphylococcus aureus sdo coagulase
positivos, beta-hemoliticos e fermentadores de manitol. Apesar de serem classificados
como microrganismos mesofilos, demonstram crescimento em temperaturas entre 7,0
e 47,8°C (TORTORA, 2012).

Staphylococcus aureus € um importante agente etiolégico de diversas
infeccdes. Cerca de 30-40% da populacdo humana porta S. aureus na orofaringe e na
pele, este patdbgeno pode produzir infeccdes oportunistas em pacientes sob situacdes
de risco, como no caso de internacBes hospitalares, procedimentos invasivos e
imunossupressao. Nestes casos, esta bactéria pode causar diferentes processos
infecciosos, desde uma infeccdo cutanea até uma infeccdo sistémica grave
(TORTORA, 2012).

A partir da década de 70, o S. aureus passou a ser um patégeno emergente
nas infeccdes hospitalares, pois as cepas isoladas apresentavam resisténcia aos
antibidticos p-lactamicos (TOHIDPOUR et al., 2010). As cepas com este perfil de
resisténcia foram denominadas de MRSA (Methicillin Resistance Staphylococcus
aureus). Houve rapida disseminacéo das cepas MRSA nos ambientes hospitalares e
estas se apresentaram sensivel apenas aos glicopeptideos vancomicina e
teicoplanina, que séo nefrotoxicos (ZUO et al., 2008). Nos ultimos 10 anos, as cepas
de MRSA, que eram restritas ao ambiente hospitalar, passaram a ser isoladas em
pacientes com infeccéo de pele na comunidade, sem relato de internagéo nos ultimos

meses. Esta nova cepa foi denominada de CA-MRSA (Community-associated MRSA)
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(BENOIT et al., 2008).

A bactéria Escherichia coli (E. coli) pertence a familia Enterobacteriaceae. E
um microrganismo anaeroébio facultativo, bacilo gram negativo, ndo forma esporos e
possui flagelos peritriquios que possibilitam sua locomog¢édo (RASHEED et al., 2014).
A bactéria E. coli pode estar presente em todos os alimentos de origem vegetal ou
animal, em especial os que ndo tenham sido processados. Segundo Alves (2012),
principalmente, alimentos crus de origem animal, sdo contaminados frequentemente
com bactérias E. coli. Estas também tém sido encontradas em 4guas e solos que
tenham recebido contaminacéo fecal recente (ROVERI; MUNIZ, 2016).

Devido a essa frequéncia de contaminacédo, a E. coli € uma bactéria que
facilmente entra em contato com seres humanos e animais, sendo considerada uma
das principais bactérias que constituem a microbiota intestinal dos mesmos. Acredita-
se que a maioria dos sorotipos de E. coli sejam desprovidos de fatores de viruléncia,
nao apresentando danos ao seu hospedeiro. Entretanto, alguns sorotipos adquiriram,
durante seu processo evolutivo, diferentes conjuntos de genes que Ilhes
proporcionaram a capacidade de ocasionarem doencgas. Esses sdo denominados
sorotipos de E. coli patogénicas (RASHEED et al., 2014).

Essa patogenicidade é manifestada por um mecanismo multifatorial e complexo
que envolve varios fatores de viruléncia. A combinacdo desses fatores possui um
papel decisivo para a patogenicidade da bactéria. Com base nestes fatores de
viruléncia e nos mecanismos de acdo e patogenicidade, essas bactérias foram
classificadas nos seguintes patotipos: enteropatogénicos (EPEC), enterotoxigénicos
(ETEC), enteroinvasivos (EIEC), enterohemorragicos (EHEC), enteroagregativos
(EAGGEC), uropatogénicos (UPEC) e meningite neonatal (MNEC) (GOMES;
MARTINEZ, 2017).

A E. coli possui predisposicdo para transferéncia de genes de resisténcia
devido a quantidade de suas cepas e a capacidade de sobrevivéncia dentro e fora do
trato gastrointestinal dos homens e dos animais (GOMES; MARTINEZ, 2017). A
resisténcia pode resultar em um aumento na viruléncia das cepas em decorréncia da
aquisicdo de novos genes (GONCALVES; ANDREATTI FILHO, 2010). A resisténcia
bacteriana apresentada pela E. coli faz dessa bactéria o principal patégeno
responsavel por infec¢cdes nosocomiais. A principal forma apresentada de resisténcia
€ a ESBL (Beta-lactamase de Espectro Extendido). O principal mecanismo de

resisténcia estad relacionado com a producdo de betalactamases, enzimas que



22

hidrolisam os anéis B-lactamicos das penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos
(REVISTA ESPANOLA DE QUIMIOTERAPIA, 2011).

Diante do cenério -catastrofico envolvendo o crescente numero de
microrganismos com resisténcia antimicrobiana, aumenta-se a urgéncia no
desenvovimento de pesquisas associadas a descoberta de novas classes de
antibioticos, novos alvos de ligacdo entre farmaco-sistema bioldgico ou novos
mecanismos de acao (THEURETZBACHER, 2017).

Os avancos na hanomedicina em relagéo a aplicacao farmacéutica baseiam-se
nos estudos de nanomateriais com propriedades especificas e potencial bactericida,
especialmente as nanoparticulas metalicas (SOENEN et al., 2015) Os Carbon dots
apresentam vantagens como tamanho, propriedade de funcionalizacdo a outros
grupos (hidroxil, carboxil, aminas), grande area de superficie, varios métodos de
sintese e precursores de carbono, por exemplo: acido citrico, glicose, citrato de
amonia, entre outros (ZHENG et al., 2014).

A acdo antimicrobiana apresentada pelos C-dots € mediada especialmente pela
carga da superficie, influenciando na capacidade da interacdo entre nanoparticula e
membrana bacteriana. Nanoparticulas com carga positiva ndo apresentam acao em
células de mamiferos, contrario do apresentado por células bacterianas, ou seja, o
desenvolvimento de nanoparticulas de carbono apresenta especificidade em relacéo
a sua estrutura-atividade. Assim, os C-dots apresentam-se como um excelente alvo

para estudos envolvendo a nanotecnologia e a medicina (ANAND et al., 2019).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sintese das nanoparticulas de carbono (C-dots), das nanoparticulas de
carbono com cobre (Cu-NP) e das das nanoparticulas de carbono com o6leo

essencial de cravo-da-india (OECr-NP)

O processo de sintese das nanoparticulas de carbono (C-dots) e suas
diferentes aplicacdes foram submetidos e depositados no Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI) (Anexo 1). O processo de sintese das nanopatrticulas foi
explicado de forma suscinta, respeitando os direitos conferidos aos inventores. A
sintese das nanoparticulas foi feita no Laboratério de Inorganica de Materiais
localizado no Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia, Campus Darcy Ribeiro
(LIMA — UNB/IQ). As etapas de obtencao das nanoparticulas foram divididas em:

1- Sintese das nanoparticulas;
2- Purificacdo das nanoparticulas;
3- Funcionalizacdo das nanoparticulas de carbono (C-dots) com cobre (Cu-NP) e

com 6leo essencial de cravo-da-india (OECr-NP).

A fonte de carbono utilizada neste estudo foi o &cido citrico e o esquema da

sintese dos C-dots esta apresentado na Figura 8.

Figura 8 - Sintese dos carbon dots a partir do acido citrico.
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Em termos gerais os C-dots foram sintetizados a partir do &cido citrico em reator
mantendo pressao constante e temperatura entre 150 e 250°C, com tempo de reacéo
de 2 h. O reator utilizado na sintese possibilitou pressdo constante e estavel,
resultando num rendimento de sintese de aproximadamente 95%, com tempo de
reacao de 2 h.

Na etapa de sintese dos carbon dots, adicionou-se ao reator hidréxido de
amonia, como fonte de nitrogénio. A etapa de purificacao consistiu em centrifugacéo
a 10.000 rpm e, posterior filtracdo da amostra para retirar da solucéo sais e particulas
nao nanométricas, através dos microfiltros de seringa com poros de 0,22um.

Ja& o processo de alteracdo da superficie dos carbon dots por meio da
passivacao do cobre e do 6leo essencial de cravo, ocorreu por meio da ligacdo entre

0s grupos funcionais pertencentes as nanoparticulas com grupos funcionais do OECr

2 . ~ ;. . . , . ~
edoCu’". A etapa de modificagdo da superficie foi feita usando métodos de agitacéo
em temperatura constante e sistema de reator com fluxo continuo e temperatura

constante.

4.2. Métodos de caracterizagcdo quimica das nanoparticulas de carbono,
nanoparticulas de carbono com cobre (Cu-NP) e das nanoparticulas de carbono

com 6leo essencial de cravo-da-india (OECr-NP)

4.2.1. Determinacdo de espectroscopia na regido do infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR dos materiais foram obtidos em um espectrémetro do
Laboratério de Quimica Instrumental da Faculdade de Ceilandia da
Universidade de Brasilia. As analises foram obtidas a partir das amostras
soélidas. Estas foram diluidas em KBr previamente seco em estufa, na proporcao
de 1:10 (amostra: KBr, m/m) e maceradas com auxilio de gral e almofariz. E
entdo analisaram-se as amostras pastilhadas de KBr no equipamento
IRPrestige-21 (Shimadzu).
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4.2.2. Determinagéo de espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos a partir de solu¢des aquosas dos
materiais (5 mg.mL"1), em cubeta de quartzo com caminho éptico de 1 cm, usando-se
um espectrometro Fluorolog (Horiba) no Instituto de Quimica da Universidade de
Brasilia, Campus Darcy Ribeiro, variando o espectro de emisséo a partir da faixa de
excitacdo em 310-500 nm, alterando em 10 e 10 nm.

4.2.3. Determinacédo do potencial zeta

Os potenciais zeta das amostras foram medidos em um Zetasizer nano ZS
(Malvern Panalytical) no Laboratério de Quimica Instrumental da Faculdade de
Ceilandia da Universidade de Brasilia, usando 2 mL de solu¢des aquosas (5 mg.mL™),
em célula capilar descartavel (DTS1070), temperatura de 25°C e pH de 5,8. Analisou-

se 0 tamanho e potencial zeta das amostras.

4.3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas de carbono
com cobre (Cu-NP) e das nanoparticulas de carbono com 6leo essencial de
cravo-da-india (OECr-NP)

Os testes de avaliagdo de atividade antimicrobiana das nanoparticulas (Cu-NP
e OECr-NP) foram realizados no Laboratorio de Microbiologia da Faculdade LS sob a

supervisao do Prof. Msc. Daniel Oliveira Freire.

4.3.1 Determinagéo da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacao da CIM foi realizada de acordo com CLSI (2015). Os in6culos
utilizados foram cepas de bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATCC 25922. As cepas de cada bactéria foram semeadas em placas
Petri estéreis contendo Agar Mueller-Hinton e incubadas em estufa a 37°C por 24 h.
O semeio das placas foi realizado pela técnica esgotamento em estrias para obter
colbnias isoladas.

ApOs o crescimento dos microrganismos, fez-se a suspensao direta do
crescimento microbiano em solugéo salina estéril a 0,85%, com turvagéo equivalente
a 0,5 da escala de Mc Farland (1,0x108 UFC/mL) sendo ajustada entre 0,08 — 0,10 de

densidade Optica a 530 nm em espectrofotdometro. Foram realizadas diluicdes das
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culturas na concentracdo de 0,5 na escala de Mc Farland na ordem de 1:150,
resultando em uma concentragéo de 1,0x10% UFC/mL.

A microdiluicdo das nanoparticulas (Cu-NP e OECr-NP) foi realizada em em
caldo Mueller-Hinton em placas de 96 pocos, estéreis, descartaveis e de fundo chato.
Essa técnica consiste em diluicbes seriadas das nanoparticulas resultando em
diferentes concentracbes das amostras antimicrobianas nos poc¢os. Apds a
microdiluicdo seriada das nanoparticulas (Cu-NP e OECr-NP), o volume dos pogos
consistiu de 200 pL, sendo 100 L das diferentes concentragfes de nanoparticulas e
100 pL do in6culo na concentracdo de 1,0x10% UFC/mL, que foi diluido e ficou com
uma concentracao final de bactérias de 5,0x10° UFC/mL. Como controle positivo (com
crescimento das bactérias) foi utilizado 20 pL do indculo na concentracdo de 1,0x10°
UFC/mL e 180 pL de caldo Mueller-Hinton. Como controle negativo (inibicdo do
crescimento das bactérias) foi utilizado 200 pL de caldo Mueller-Hinton.

O método esquematizado na Figura 8 tem a finalidade de determinar a
concentracdo necessaria de amostra capaz de inibir 50% do crescimento microbiano,

esse dado é chamado de Concentracao Inibitoria Minima (CIM).

Figura 9 — Representacdo da placa de 96 pocos (microdilui¢céo)
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As placas foram incubadas a 37°C por 24 h e para a determinacédo da CIM a
leitura de turbidez de cada poco foi realizada através de um leitor de microplacas de
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ELISA (marca Celer, modelo Polaris) no comprimento de onda de 630nm. Os valores
de absorbancia foram utilizados para a obtencdo da porcentagem de inibicao através

da equacao descrita abaixo:

Equacéo 1: Determinacédo do valor dainibicdo do crescimento microbiano
para analise estatistica:
(abs x 100)

% de inibicéo = - 100

(abs controle positivo)

Ainda realizou-se 0 ajuste dos valores de absorbancia de cada poco subtraindo
os valores referentes a absorbancia do caldo Mueller-Hinton e do poco vazio.
Descontando entdo os interferentes na leitura das placas, visto que tanto a placa vazia
guanto o meio de cultivo apresentaram valores de absorbancia diferentes de zero.

Considerou-se entdo o valor de CIM como a menor concentracdo das
nanoparticulas (Cu-NP e OECr-NP) capazes de inibir 50% do crescimento
microbiolégico. A analise da inibicdo se deu através do programa estatistico Graphpad
Prism versao 7, utilizado para estabelecer o valor da concentracao inibitéria minima e

o valor de correlacédo a 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Testes de caracterizacdo quimica das nanoparticulas (C-dots), das
nanoparticulas de carbono com cobre (Cu-NP) e das nanoparticulas de carbono

com Oleo essencial de cravo-da-india (OECr-NP)

5.1.1. Espectroscopia naregiao do infravermelho — FTIR
A presenca de grupos funcionais foi avaliada por meio de FTIR e os principais

grupos encontados correspondem aos esperados nas nanoparticulas de carbono,

indicando a presenca de grupos funcionais (Figura 10).

Figura 10— A) Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier de C-dots

e Cu-NPs
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O espectro apresentado pelo C-dots apresenta movimentacao por deformacéo

(~1340 cm™) e estiramento (~3000 cm ). O pico identificado como 1 (3187 cm™) &
caracteristico de estiramento, de O-H, N-H, C-H que apresentam comprimento de 3650

22600 cm™ e faixa de leitura de banda entre 3000 e 3200 cm , indica a presenca de

dobramento amina. Ja o pico 2 (1574 cm'l) € significativo para ligacdes duplas de
C=0, C=N, C=C e N=0 e vibracéo por estiramento. Possivelmente a ligacédo € de C=C,

visto que a absorcdo ndo é intensa se comparada com picos de C=0. O pico

correspondente a 3 (1392 cm'l) € de uma ligacao simples entre C-C, C-O, C-N.
O espectro de emissao das Cu-NPs da figura 10 B), apresenta em sua maioria,

picos paralelos quando comparado a figura A. No entanto em alguns picos apresenta

, . -1 L -1 .
0 acrescimo de 20 cm  ou diminuigao de 15 cm . Também apresenta espectro com

movimentacdo de deformacdo e estiramento, com semelhanga no comprimento de
onda representado. O pico a (1517 cm'l) pode ser referente a uma ligagédo N=0O, o
pico b (3167 cm'l) é das ligacdes O-H por estiramento, sinal de grupo carboxilico na

superficie. Ja o pico ¢ em (1377 cm'l) indica provavel ligacdo C-H, de grupo alifatico.

Figura 10b —Espectro de FT-IR da amostra OECr-NP:
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identicado por 2 no valor de 1500 cm’ corresponde a ligagdo C=C do grupo
aromatico com modo de vibracdo de estiramento. Essa vibracdo corresponde ao

eugenol, presente em grande quantidade no 6leo essencial de cravo-da-india e com

acdo antisséptica (MARCHESE et al., 2017).
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5.1.2. Espectro de fluorescéncia

Figura 9 - Espectros de fluorescéncia obtidos a partir do espectrofluorimetro,
sob comprimento de excitacdo variando de forma progressiva de 310 nm a 460

nm. A) Espectro de emissédo de C-dots; B) Espectro de emissao de Cu-NPs:
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Os espectros de fluorescéncia obtidos para as nanoparticulas de carbono (C-
dots) e nanoparticulas de carbono com cobre (Cu-NP) estdo apresentados na Figura
9. A analise foi normalizada para facilitar a observacdo do deslocamento do
comprimento para o vermelho. A amostra de C-dots excitada em 310 nm emitiu maior
pico em 462 nm dentro do comprimento da luz no azul e a emissédo do Cu-NP quando
excitado em 310 nm foi em 454 nm também dentro do comprimento do azul. A
variacdo do comprimento maximo de emissdo, em diferentes comprimentos de
excitacdo na amostra de C-dots foi de 10 nm. Enquanto na amostra de Cu-NP

observou-se uma variacdo de emissdo em 12 nm. O espectro de emisséo
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apresentado na amostra de C-dots foi de 462 a 396 nm e na amostra de de Cu-NP foi
de 453 a 380 nm. E por meio da visualizacdo é possivel verificar que os perfis de
emissdo dependem do comprimento de excitagcdo. Ambos 0s espectros de emisséo
observados nas duas amostras apresentaram sobreposicdo mesmo em excitagdes
diferentes, indicando a presenca de cromoforos diferentes. Na maioria das
nanoparticulas de carbono a fluorescéncia mais intensa € na regiao do violeta e azul

(YANG et al., 2013), sendo compativel com os resultados encontrados nesse trabalho.
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Embora os mecanismos luminescentes dos C-dots ndo sejam totalmente
compreendidos, estes mecanismos provavelmente se devem ao efeito quéantico, aos
estados de superficie e a recombinacéo do par elétron-buraco (TUERHONG; XU; YIN,
2017). Bao et al. (2011) descobriram que C-dots preparados em seu estudo tinham
diferentes graus de oxidacdo. Os C-dots com baixo grau de oxidacao exibiram uma
emissao de fluorescéncia na cor azul, enquanto os C-dots com alto grau de oxidacdo
emitiram uma fluorescéncia na cor verde, assim, foi possivel concluir que os estados

de superficie influenciam em suas propriedades luminescentes. Os resultados
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apresentados das amostras fluorescéncia no comprimento de onda da luz azul,
conferem a amostra baixo grau de oxidacéo, explicacdo para atividade antimicrobiana

moderada, conforme explicado mais a frente.

5.1.3. Potencial zeta

A Tabela 1 apresenta o resultado das analises obtidas por meio do equipamento
Zetasizer que determinou os parametros de tamanho, potencial zeta e condutividade
das nanoparticulas de carbono associadas com cobre, por meio do espalhamento

dinamico da luz,

Tabela 1 - Tamanho, potencial zeta e condutividade das nanoparticulas de

carbono com cobre (Cu-NP) em trés leituras:

Cu-NP Tamanho Potencial Condutividade
(r.nm) zeta (mV) (mS/cm)
1 319,8 -16,0 0,0733
2 367,5 -16,9 0,0742
3 343,9 -18,0 0,0730
Desvio Padréo 19,473 0,817 0,00051

O potencial zeta determina principalmente a carga superficial de estruturas
guimicas. Verificou-se que o potencial zeta medido em pH 5,8 foi de -16,0, -16,9 e -
18,0 mV, mostrando a presenca de carga negativa na superficie das nanoparticulas.
Potenciais negativos indicam a presenca de grupos funcionais oxigenados na
superficie. Esta carga negativa torna as nanoparticulas solGveis em meio aquoso e
previne a agregacao por repulsdo eletroestatica. Além disso, prevé a eficacia de
internalizacao celular, visto que nanoparticulas com grupos funcionais de superficie
carregados favorecem interacdes eletrostaticas com as membranas celulares
(VERMA; STELLACCI, 2010).

O Espalhamento Dindmico de Luz (Dynamic Light Scattering — DLS), é a
técnica comumente utilizada para determinar o tamanho, se baseia na medicdo de

nanoparticulas suspensas em movimento browniano aleatério, alterando o indice de
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refracéo. Os valores obtidos pela variagdo sdo convertidos em tamanho e distribuicéo
de tamanho, por meio da equacéo de Stokes-Einsten. (HOO; STAROSTIN; WEST,;
MECARTNEY, 2008)

No estudo de Bing et al. (2016), baseado numa série de experimentos
bioquimicos e de caracterizacdo, os autores reportaram que os C-dots sem carga nao
tem efeitos bactericidas enquanto os C-dots carregados positiva ou negativamente
podem induzir a apoptose das bactérias. No trabalho de Chatterjee et al. (2014), os
autores estudaram o mecanismo de morte celular de E. coli provocado por
nanoparticulas de cobre (CuNPs). A membrana celular de E. coli foi despolarizada
pelo tratamento com as CuNPs e o grau de despolarizacdo dependeu da concentracao
das NPs utilizadas. O potencial normal da membrana de E. coli foi
de -184,5 mV e diminuiu para - 105 e - 75 mV quando tratado com 3,0 e 7,5 mg/mL
de CuNPs. Assim, um dos mecanismos de acdo bactericida das CuNPs foi a a
dissipacdo do potencial da membrana celular, levando a formacédo de filamentos
celulares. Filamentg&o é definido como um crescimento anémalo das bactérias que
continuam a alongar-se com mudltiplas copias de cromossomos, ndo ocorrendo a

divisao celular.

5.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas de carbono
com cobre (Cu-NP) e das das nanoparticulas de carbono com éleo essencial de
cravo-da-india (OECr-NP)

Os resultados dos testes de avaliacdo antimicrobiana das nanoparticulas de
carbono com 6éleo essencial de cravo-da-india (OECr-NP) e das nanoparticulas de
carbono com cobre (Cu-NP) estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4. A menor
concentracdo apresentada pela nanoparticula capaz de produzir uma inibicdo do
crescimento bacteriano em 50% foi denominada como concentragdo inibitéria minima
(CIMso%). O parametro estatistico utilizado para avaliacido da atividade antimicrobiana

foi o 1Ces%, que significa o intervalo de confianca.
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Tabela 2 — Concentracéo Inibitéria Minima das nanoparticulas de carbono com

Oleo essencial de cravo-da-india (OECr-NP) em cepas de S. aureus e E.coli

S. aureus E. coli
CIMso% (mg/L) 1,168 1,019 0,988 0,967
[Cos% 0,813-1,466 0,889-1,148 0,935-1,040 0,917-1,017

~ 0,942 0,963 0,972 0,978

Tabela 3 — Concentracao Inibitoria Minima das nanoparticulas de carbono com

cobre (Cu-NP) em cepas de S. aureus e E.coli

S. aureus E. coli
CIMso% (Mmg/L) 1,124 1,121 0,987 1,019
[Cos% 0,813-1,466 0,889-1,148 0,935-1,040 0,917-1,017

~ 0,955 0,973 0,940 0,979

O estudo apresentado por Aligiannis et al. (2001) classificou a acao
antimicrobiana de acordo com os valores de CIM. Os resultados de CIM < 0,5 mg/mL
significam excelentes agentes inibidores da atividade antimicrobiana. J& valores de
CIM entre 0,6 a 1,5 mg/mL possuem acao moderada, enquanto amostras com inibicéo
acima de 1,6 mg/mL apresentam fraca atividade antimicrobiana. O presente estudo
apresentou para as OECr-NP valor de inibicdo de 1,019 a 1,168 mg/mL para S. aureus
e 0,967 a 0,989 mg/mL para E. coli. Ja para as Cu-NP, os valores obtidos para inibicdo
de S. aureus foramde 1,121 a 1,124 mg/mL e para E. coli os valores foram de 0,987 a
1,019 mg/mL, monstrando entdo que ambas as nanoparticulas apresentaram
atividade antimicrobiana moderada. Ambos os testes de atividade antimicrobiana
foram estatisticamente significativos e reprodutivos, levando-se em conta o valor de
correlacdo (R?) acima de 0,9.

As CIMs apresentadas nas Tabelas 3 e 4 apresentaram variagdo de acordo
com a bactéria testada. Os valores de CIM para a bactéria gram-positiva S. aureus
foram levemente maiores do que os valores de CIM apresentados para a bactéria
gram-negativa E. coli, podendo-se inferir que os valores de inibicdo obtidos variam

devido a diferenca de estrutura morfolégica entre os microrganismos.
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A nanoparticula de carbono associada com 0Oleo essencial de cravo teve agao
inibitéria moderada tanto para microrganismos gram negativos quanto gram positivos.
No presente estudo o 6leo essencial de cravo foi utilizado na concentracéo de 3% v/v
para ser passivado com os C-dots, resultando nas Cu-NP. O estudo desenvolvido por
Lima et al. (2017) baseou-se no ensaio bioldgico de um filme de PVC associado com
Oleo essencial de cravo (OECr). O in6culo testado de E.coli foi adicionado ao filme com
OECtr e colocado em estufa a 37°C por 24 h. Os resultados mostraram que o OECr a
15% incorporado no filme de PVC teve efeito bactericida sobre a bactéria E.coli.

No estudo de Raffi et al. (2010) foi observado em microscopia eletrénica de
varredura que a interacdo das nanoparticulas de cobre com E. coli resultou na
formacdo de cavidades nas parede celular dessas bactérias. A propriedade
antibacteriana das nanoparticulas de cobre foi atribuida principalmente a adeséo das
nanoparticulas de cobre nas bactérias por causa de suas cargas elétricas opostas,
resultando em uma reducéo de reacdo na parede celular bacteriana. A superficie da
bactéria E. coli é composta por grupos hidroxilicos nas estruturas dos
lipopolissacarideos (LPS) da parede celular. Dessa forma, a partir da liberacdo de
nanoparticulas de cobre, ions 2* se ligam ao -OH e aos LPS. Chatterjee et al. (2014)
também estudaram o mecanismo de morte celular de E. coli provocado por
nanoparticulas de cobre (Cu-NPs). As Cu-NPs causaram multiplos efeitos toxicos nas
células de E. coli como geracao de espécies reativas de oxigénio, peroxidacao lipidica,
oxidacao de proteinas e degradacao do DNA.

Chatterjee et al. (2012) analisou a atividade antimicrobiana oferecida pela
nanoparticula de cobre sintetizada a partir da reducéo do cloreto de cobre (CuCl2). Os
valores apresentando da inibicdo de crescimento para E. Coli foi de 3,0 ug.mL-1 e,
para S. Aureus, valor de 4,5 ng.mL-1. Dessa forma, os resultados confirmam um
nanomaterial com capacidade de utilizacdo para processos de esterilizacdo e como
um substituinte de antibacterianos ja utizados, visto que esse nanomaterial
apresentou concentracdes menores quando comparadas com antimicrobianos ja

padronizadas.
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho os C-dots foram sintetizados com éxito a partir de uma
técnica inovadora e foram submetidos a passivacdo com elementos quimicos (cobre,
Cu-NP) e moléculas organicas complexas (6leo essencial de cravo-da-india, OECr-
NP). Os estudos de caraterizagdo quimica mostraram que a carga nhegativa na
superficie das nanoparticulas as tornaram solGveis em meio aquoso, além de prevenir
a agregacao por repulsdo eletroestética. Os espectros de fluorescéncia obtidos para
C-dots e Cu-NP mostraram maior fluorescéncia no comprimento da luz azul. A analise
feita através do Espectro de FTIR indicou a presenca de grupos funcionais, 0s
principais esperados nas nanoparticulas de carbono. A principal aplicacdo proposta
para as nanparticulas nesse trabalho foi avaliacdo da sua atividade antimicrobiana.
Para as OECr-NP os valores de CIM foram de 1,019 a 1,168 mg/mL para S. aureus e
0,967 a 0,989 mg/mL para E. coli. J& para as Cu-NP, os valores de CIM foram de
1,121 a 1,124 mg/mL para S. aureus e de 0,987 a 1,019 mg/mL para E. coli,
monstrando que as nanoparticulas apresentaram atividade antimicrobiana moderada.
Através da avaliagdo de atividade antimicrobiana de cepas de diferentes
classificagcbes variando sua estrutura mostrou resultados significativos que né&o
representam variacao estatistica significativa, € possivel acrescentar expectativas de
uso para a hanoparticula em questdo com amplo espectro de a¢do. Nao apresentando
limitacdes relacionadas ao possivel mecanismo de a¢éo e suas futuras aplicacdes.
Assim, os resultados deste estudo demonstraram a possibilidade de utilizacdo das
nanoparticulas de carbono associadas ao cobre e ao 6leo essencial de cravo como

agentes antimicrobianos para uso biologico e ambiental.
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7. PERSPECTIVAS

Para que as nanoparticulas de carbono associadas ao cobre e ao Oleo
essencial de cravo possam ser utilizadas como agentes antimicrobianos existe a
necessidade de estudos complementares como:

e A realizacdo de estudos relativos a citotoxicidade

e Determinacao da CIM para outras cepas ATCC

e Realizacdo de novos testes de caracterizacdo como: potencial zeta
correlacionado ao pH, Uv- vis.

e Desenvolvimento de outras aplicagbes como testes com aplicagao
agropecudria, visto que a € usual a utilizacdo de cobre por produtores

de carne, justificada por sua acao herbicida, fungicida, inseticida.
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