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RESUMO

As interessantes propriedades fisico-quimicas e a baixa toxicidade do 6xido de zinco fazem
deste um interessante material, cujas aplicacdes estendem-se da industria a saude. As
nanoparticulas de 6xido de zinco, por exemplo, ttm se tornado um dos nanomateriais
comercialmente mais importantes, sendo utilizadas como agentes antimicrobianos, como
sistemas para entregas de farmacos e/ou na confeccdo de biossensores. Os métodos utilizados
para a sintese destas nanoparticulas, entretanto, sdo, em sua maioria, essencialmente quimicos
e, portanto, podem gerar subprodutos toxicos. Neste sentido, metodologias com uma
abordagem de sintese verde tém ganhado destaque pelo uso de produtos naturais,
ecologicamente corretos, que podem minimizar a toxicidade destes produtos. A goma do
cajueiro é um heteropolissacarideo complexo, obtido a partir o exsudato do caule do cajueiro,
que tem sido utilizado, nos ultimos anos, como agente redutor e/ou estabilizante na sintese de
nanoparticulas. Algumas modificaces, como a carboximetilacdo, por exemplo, podem ser
utilizadas para melhorar a reatividade da goma, voltando seu uso para fins mais especificos.
Neste trabalho, nanoparticulas de 6xido de zinco foram sintetizadas por uma rota de sintese
verde, utilizando goma do cajueiro e goma do cajueiro carboximetilada como matrizes. As
nanoparticulas obtidas foram caracterizadas por espectroscopia do ultravioleta-visivel,
espectroscopia do infravermelho com transformada de Fourier, microscopia de forca atdmica e
difracdo de raios-X. Todas as técnicas revelaram dados caracteristicos para as nanoparticulas
de oxido de zinco, confirmando sua formacdo. A microscopia de for¢a atbmica mostrou
particulas com tamanhos que variavam entre 35nm e 129 nm, a depender do material utilizado
para a sintese. Testes antimicrobianos demonstraram que as nanoparticulas sintetizadas
apresentam interessante potencial contra fungos e bactérias, com destaque para as espécies
Staphylococcus epidermidis e Candida parapsilosis, que apresentaram maior susceptibilidade.
Além disso, todas as amostras sintetizadas mostraram-se biocompativeis pelo teste de inducao
de hemolise, no qual ndo se observou atividade hemolitica em nenhuma das concentracGes
testadas. Testes eletroquimicos demonstraram, ainda, que as nanoparticulas sintetizadas no
presente trabalho, quando associadas ao polimero condutor Polianilina, foram capazes de
detectar o hormoénio neurotransmissor Dopamina no meio testado, apresentando, portanto,
potencial para sensoriamento. Maiores investigacdes ainda se fazem necessarias, entretanto,
para melhor caracterizar esse sistema.

PALAVRAS-CHAVE: Nanotecnologia; Oxidos de metais; antimicrobiano; biossensores

eletroquimicos



ABSTRACT

The interesting physical-chemical properties and low toxicity of zinc oxide enables this material
to be applied in different areas, such as industry and healthcare. Zinc oxide nanoparticles, for
example, have become one of the most commercially important nanomaterials and have been
used as antimicrobial agents, drug delivery systems and/or biossensors. However, most
methods used for the synthesis of these nanoparticles are based on chemical processes, which
can result in the formation of toxic by-products. In this regard, green synthesis approaches stand
out for the use of natural products, which are environmentally friendly and may minimize the
toxicity of the nanoparticles. Cashew gum is a complex heteropolyssacaride, obtained from the
stem exudate of cashew tree and has been recently used as reducer and/or stabilizing agent for
the synthesis of nanoparticles. Some modifications, such as carboxymethylation, for example,
have also been used to improve the reactivity of the gum and tune its properties for specific
purposes. In this study, zinc oxide nanoparticles were synthesized through a green synthesis
route, using cashew gum and carboxymethylated cashew gum as biotemplates. The obtained
nanoparticles were characterized by UV-visible spectroscopy, Fourier transform infrared
spectroscopy, atomic force microscopy and X-ray diffraction. All techniques showed
characteristic data for zinc oxide nanoparticles, which confirmed its synthesis. Atomic force
microscopy images showed nanoparticles with sizes varying from 35 nm and 129 nm,
depending on the gum used for the synthesis. Antimicrobial tests showed that the nanoparticles
have an interesting potential against bacteria and yeasts, particularly Staphylococcus
epidermidis and Candida parapsilosis, which showed greater susceptibility. All the samples
synthesized were considered biocompatible by the absence of haemolytic activity, observed on
the haemolysis assay. Furhtermore, electrochemical tests showed that the synthesized
nanoparticles, in association with the Polyaniline, were able to detect the neurotransmitter
Dopamine, which indicates a potential for use as a biosensor. However, further investigations
must be made for a better characterization of the system.

KEYWORDS: Nanotechnology; metal oxides; antimicrobial; electrochemical sensors
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1.0 INTRODUCAO

As recentes descobertas no campo da nanociéncia e da nanotecnologia tém gerado
grande impacto em diferentes areas, desde a quimica analitica, passando pelos setores
industrial, farmacéutico e biomédico (SORIANO et al., 2017). As estruturas em nanoescala
apresentam, quando comparadas a micromateriais ou aos seus materiais de origem,
propriedades fisico-quimicas peculiares, que variam de acordo com a forma, tamanho,
distribuicéo e estado de agregacéo das particulas (ELAHI, KAMALI, BAGHERSAD, 2018).

As nanoparticulas de éxidos de metais estdo entre as categorias de nanomateriais mais
utilizadas e tém sido aplicadas em diferentes produtos comerciais e industriais, que abrangem
dispositivos médicos, cosméticos e eletronicos (KAWEETEERAWAT, et al., 2014). Dentre
elas, as nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO-NPs) tém sido alvo de crescente interesse.

O o6xido de zinco (ZnO) é um interessante material que apresenta boas propriedades
Opticas, elétricas, cataliticas e fotoquimicas (VARAPRASAD et al., 2016). As ZnO-NPs,
produzidas pelos mais diferentes métodos e nas mais variadas formas, tém sido utilizadas como
fotocataliticos (ATCHUDAN et al., 2016; GAHYEMPOUR, MONTAZER, RAD, 2016;
FARDOOD et al., 2017), agentes antibacterianos (SHARMA et a., 2010; KHAN et al., 2016;
ZARE et al., 2017), antifungicos (SHARMA, GHOSE, 2015; SILVA-BAILAO et al., 2017),
como sistemas para entrega de drogas (DHIVYA et al., 2018) e biossensores (NOROUZI, et
al., 2011; MOLAAKBARI, MOSTAFAVI, BEITHOLLAHI, 2015; SINGHAL, PUNDIR,
NARANG, 2017; SHARMA et al., 2018). O grande interesse pelo uso das ZnO-NPs em
aplicacdes biomédicas tem como base o fato de que este material apresenta boa estabilidade e
baixa toxicidade, além de ser um mineral essencial ao organismo, sendo considerado seguro
pela Food and Drug Administration (FDA) (21CFR182.8991) (DJURISIC; LEUNG, 2006;
PREMANATHAN et al., 2011; MUNOZ, 2013).

Apesar da grande variedade de métodos propostos, os métodos quimicos costumam ser
0 mais utilizados para a sintese de ZnO-NPs. Entretanto, estes métodos apresentam a
desvantagem de, por muitas vezes, gerar subprodutos toxicos, o que dificulta a aplicacdo destes
materiais em satde (GUNALAN, SIVARAJ, RAJEDRAN, 2011). Neste sentido, 0s métodos
com uma abordagem de sintese verde tém sido cada vez mais utilizados por serem considerados,
em geral, ecologicamente corretos e capazes de gerar produtos com menor toxicidade
(DARROUDI et al., 2014).

Nos ultimos anos, 0 uso de biopolimeros como agar, carragenina, amido, pectina e

gomas em geral (tragacanto, guar, arabica, karaya, etc) como agentes redutores e/ou
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estabilizantes, ou como biotemplates para a sintese de nanoparticulas tem sido bastante
investigado, devido a sua biodegradabilidade, baixo custo e facil obtengdo (PADIL, CERNIK,
2013; DARROUDI et al., 2013; DARROUDI et al., 2014; FARDOOD et al., 2017). A goma
do cajueiro (GC) é um heteropolissacarideo complexo obtido a partir do exsudato proveniente
do caule ou ramos da espécie Anacardium occidentale L., uma &rvore popularmente conhecida
como Cajueiro, amplamente presente em paises tropicais, como o Brasil. Sua composi¢éo
constitui-se principalmente de p-D-galactose (72 %), a-D-glicose (14%), arabinose (4.6 %),
acido glicurénico (4,6%) e ramnose (3.2 %) (QUELEMES et al., 2013; RIBEIRO et al., 2016).
Algumas modificacdes podem ser feitas em sua estrutura, com o objetivo de melhorar sua
reatividade e, consequentemente, sua aplicabilidade em diferentes setores. Dente estas, a
Carboximetilacdo tem sido utilizada para melhorar sua solubilidade em agua, pela adicdo de
grupos carboxila a estrutura da goma (RIBEIRO et al., 2016).

Diversos estudos tém proposto a potencial aplicacdo da GC na sintese de nanomateriais
(DA SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2010; DE OLIVEIRA; QUELEMES et al., 2013,
OLIVEIRA; PAULA; PAULA, 2014; PITOMBEIRA et al.,, 2015). Portanto, o0 presente
trabalho teve como objetivo sintetizar, caracterizar e investigar o potencial biotecnolégico de
ZnO-NPs, produzidas a partir de um método de sintese verde, a base de goma do cajueiro (GC)
e goma do cajueiro carboximetilada (GCCM).
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2.0 REFERENCIAL TEORICO
2.1. Considerac0es gerais acerca de nanotecnologia

O prefixo “nano” é derivado do Grego “nanos”, que significa “ando”. Este termo é
popularmente utilizado para designar objetos, sistemas ou fendbmenos que possuem
caracteristicas na escala nanometrica, unidade de medida que corresponde & bilionésima parte
do metro (10° m). A “nanotecnologia” ¢ comumente definida como o entendimento, controle
e reestruturacdo da matéria na ordem de nanémetros, com o objetivo de criar materiais com
funcbes e propriedades fundamentalmente novas (BUZEA, PACHECO, ROBBIE, 2007;
SANCHEZ; SOBOLEV, 2010). Quando um material € redimensionado a escala nanométrica,
sendo divido em particulas de menor tamanho, com uma ou mais dimensoes, exibir-se-40
propriedades inesperadas, as quais serdo totalmente diferentes daquelas apresentadas pelo
material de origem (TAMILVANAN et al., 2014).

A sintese de materiais nanoestruturados requer o uso de métodos e processos que
proporcionem a obtencdo de estruturas com dimensfes minimas (BISWAS et al., 2012). De
modo geral, estes métodos podem ser classificados em duas abordagens: top-down e bottom-
up. A perspectiva top-down, cujos métodos podem ser também denominados “métodos fisicos”,
consiste na utilizacdo do controle de parametros experimentais externos, de modo a formar
nanomateriais com tamanhos e formas controladas a partir da reducdo de um material com
dimensdes maiores, geralmente na escala macrométrica. Em contrapartida, na abordagem
bottom-up, os &tomos ou moléculas geralmente sdo levados a formar nanoestruturas por meio
de auto-organizacdo. Por este motivo, 0os métodos bottom-up sdo também designados
“nanotecnologia molecular” ou “manufatura molecular” (MIJATOVIC; EIJKEL; VAN DEN
BERG, 2005; SANCHEZ; SOBOLEV, 2010; BISWAS et al., 2012; TAMILVANAN et al.,
2014). A representacdo esquematica na Figura 1 demonstra os principais métodos de sintese,
considerando ambas as abordagens.

A nanotecnologia esta associada principalmente a sintese de nanoparticulas (NPs) de
tamanhos, formas e composicao variadas, e suas potenciais aplicagdes. Nos ultimos 20 anos,
um grande nimero de trabalhos tem focado na producdo de NPs com tamanhos e estruturas
controlados, a partir dos mais diversos materiais, como semicondutores, 6xidos e fulerenos,
além de materiais organicos (LIAO; NEHL; HAFNER, 2006; VIRKUTYTE; VARMA, 2011).
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Figura 1 - Classificagdo dos métodos de sintese de nanoparticulas, de acordo com as abordagens
“bottom-up” ¢ “top-down”

Sintese
Y
* \ 4
“Bottom-up” “Top-down”
Eletroquimica Biologica Descarga elétrica sol?r(l:)rtléﬁica
Redugdo quimica Sonoquimica Ablag#io a laser Sintese mecanica

Microemulsio Sol-gel Mecanoquimica

Fonte: Adaptado de Tamilvanan et al., 2014

As nanoparticulas metélicas, por exemplo, tém sido utilizadas pelo homem desde a
idade média, com fins decorativos. Os corantes comumente utilizados a época para a
personalizacdo de vidros e porcelanas continham particulas coloidais de ouro. Este fato,
evidentemente, era desconhecido até o ano de 1857, quando Michael Faraday, em seu trabalho,
elucidou o mecanismo de formacao de metais coloidais, preparou sois estaveis e chamou-os de
“metais divididos”. Desde entdo, muito se tem descoberto sobre a formagao, as propriedades e
as aplicacOes das NPs (RAO et al., 2000).

Com o aumento do nimero de pesquisas na area, o entendimento da natureza destes
pequenos “agregados” tem progredido. Desta forma, entende-se que eles ndo podem ser tratados
simplesmente como diminutos blocos, tal como o termo “metais divididos” sugeria. A medida
gue o tamanho da particula diminui, os elétrons ficam cada mais vez mais confinados, levando
a um aumento na energia de banda. Além disso, uma alta proporcédo de &tomos estara presente
na superficie das nanoparticulas, conferindo-Ihes alta reatividade ( KLAR et al., 1998; RAO et
al., 2000 EUSTIS; EL-SAYED; KASHA, 2006; SARDAR et al., 2017).

A nanotecnologia ultrapassa os limites entre as ciéncias bioldgicas e a tecnologia, sendo
comumente referida como uma area multidisciplinar (WOLFSON, 2003). A prova disso é que
a sintese de NPs envolve os mais diferentes métodos e objetivos, tendo elas encontrado
aplicacdes industriais como fotocataliticos (LINIC et al., 2015), na elaboracdo de embalagens
inteligentes para alimentos (HAMAD et al.,, 2018), como pegas isolantes em ceramica
(CONTRERAS, RODRIGUEZ, 2017), entre outros. Entretanto, nos Gltimos anos o interesse

em voltar o uso de NPs para o setor biomédico tem sido crescente. Neste caso, parecem
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destacar-se as nanoparticulas de prata (Ag), ouro (Au), cobre (Cu), titanio (Ti), platina (Pt) e
paladio (Pd), por exibirem, além de significantes propriedades fisicas e quimicas, fungdes
bioldgicas consideraveis (ZARE; SHABANI, 2016).

Deste modo, as propriedades Unicas das NPs e dos nanomateriais em geral podem
proporcionar o desenvolvimento de novas tecnologias que possam auxiliar o setor biomédico,
tanto na deteccdo quanto no tratamento de doencas. Abordagens comuns incluem seu uso como
agentes de contraste em imaginologia, veiculos para entrega de farmacos e agentes terapéuticos,
aplicacdes estas que podem ser exploradas conforme as propriedades de cada nanomaterial
(LIAO; NEHL; HAFNER, 2006).

2.2. O 6xido de zinco
2.2.1. Aspectos estruturais do 6xido de zinco e suas propriedades

O ZnO é um semicondutor 11-VI, do tipo n, que apresenta um band gap de 3,37 eV e
alta energia de ligacéo (60 eV). A olho nu, apresenta-se como um pé de coloragéo branca, ou
branco-amarelada, com boa solubilidade em &cidos e baixa solubilidade em agua, alcoois ou
solventes organicos. A temperatura e pressdo ambientes, este material cristaliza na forma
wurtzita, uma malha hexagonal pertencente ao grupo espacial 186 (P6smc), caracterizada por
duas “submalhas” interconectadas de Zn?** e O%, de modo que cada ion de Zn esta circundado
por um tetraedro de ions de O e vice-versa. Além do cristal wurtzita, 0 ZnO pode formar
também cristais do tipo sal de rocha e blenda de zinco. Os primeiros, entretanto, apenas
possuem estabilidade caso crescam formando estruturas cubicas, enquanto 0s segundos
necessitam de altas pressdes para formar-se. (COLEMAN, JAGADISH, 2006; MUNOZ, 2013;
SILVA, 2015; DIMAPILIS et al.,, 2018). Os tipos de cristais formados pelo ZnO estdo

representados na Figura 2.
Figura 2- Estruturas cristalinas do ZnO: (A) Sal de rocha; (B) Blenda de Zinco; (C) Wurtzita.

Fonte: Proprio autor
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A auséncia de um centro de simetria no cristal wurtzita, faz do ZnO um material com
fortes propriedades piezo e piroelétricas. Estas propriedades consistem em gerar potencial
elétrico em resposta a deformacGes e aquecimento, respectivamente. Os materiais
piezoelétricos encontram vastas aplicagcdes no setor eletrénico, como transdutores, atuadores e
sensores. No setor biomédico, por sua vez, estes materiais tém se destacado principalmente na
area da engenharia tecidual, devido a sua capacidade de impelir estimulos elétricos a célula,
promovendo a regeneracdo dos tecidos. Deste modo, a estrutura do cristal de ZnO favorece sua
utilizacdo no desenvolvimento destes dispositivos (TALAM, KARUMURI, GUNNAM, 2012;
BOWEN et al., 2014; RAJABI et al., 2015). Outras aplica¢cdes do ZnO incluem seu uso em
celulas solares, fotodetectores, fotocataliticos, cosméticos — principalmente aqueles que visam
a protecdo contra a radiacdo ultravioleta — e agentes antimicrobianos (DJURISIC; LEUNG,
2006; DARROUDI et al., 2013 KOLODZIEJCZAK-RADZIMSKA; JESIONOWSKI, 2014;
SIRELKHATIM et al., 2015).

Além de quimicamente estavel, 0 ZnO também é biocompativel, o que o torna apto nao
somente para o setor industrial, mas também para aplicacbes em saude. A principal vantagem
do uso de Oxidos inorganicos nestes casos consiste no fato de que eles, na maioria das vezes,
contém elementos minerais essenciais a satde, que exibem excelente atividade, mesmo estando
em baixas concentragcfes. Além disso, sua toxicidade parece ser minima. O ZnO é um dos cinco
compostos de zinco considerados seguros pela Food and Drug Administration (FDA)
(21CFR182.8991), sendo utilizado no tratamento da deficiéncia de zinco, além de incorporado
em pomadas e pds antissépticos devido ao seu potencial antimicrobiano (DJURISIC; LEUNG,
2006; PREMANATHAN et al., 2011; MUNOZ, 2013).

Desde a década de 1960, as propriedades Unicas do ZnO tém proporcionado um
crescente interesse por seu uso em diferentes materiais. Nos ultimos anos, porém, este interesse
tem se concentrado na nanoestruturacdo de materiais a base de ZnO. Isto ocorre devido ao fato
de que a reducdo destes materiais a escala nanomeétrica permite a observacdo de propriedades
inesperadas, isto é, provoca um comportamento diferente daquele observado em seu material
de origem (WANG, 2004; TAMILVANAN et al., 2014).

Como se sabe, a estrutura e morfologia do ZnO influenciam fortemente suas
propriedades fisicas e quimicas. Deste modo, o processo de nanoestruturacao deste material €
capaz de alterar estas propriedades por meio da alteracdo do tamanho, orientacdo e
cristalinidade do material sintetizado. Sendo assim, estas novas propriedades fisico-quimicas,
aliadas a baixa toxicidade do ZnO e as amplas possibilidades de aplica¢do deste material fazem

da sintese, caracterizacao e funcionalizacdo de ZnO-NPs uma area promissora e desafiadora,
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na qual ainda sdo necessarios estudos que permitam um melhor conhecimento deste material e
suas aplicacbes (MUNOZ, 2013; SILVA 2015).

2.2.2. Nanoparticulas de 6xido de zinco: métodos de sintese e aplicagdes

Recentemente, as ZnO-NPs tém se tornado um dos nanomateriais comercialmente mais
importantes do mundo. Esta importancia deve-se, principalmente, as suas maltiplas aplicacoes,
que incluem seu uso em fotodetectores, tinturas e biossensores, embalagens inteligentes na
indUstria alimenticia, ou como agentes antibacterianos e antifungicos na inddstria farmacéutica
(BA-ABBAD et al., 2017).

Diferentes métodos tém sido propostos para a sintese de ZnO-NPs, como a sintese
hidrotérmica, eletroquimica, por combustdo, decomposicdo térmica, deposicdo eletroforética,
combustdo assistida por micro-ondas, spray pirolise, sintese sol-gel e precipitagdo. Entretanto,
a necessidade de equipamentos sofisticados, uso de altas temperaturas e multiplas etapas de
sintese sdo fatores que dificultam a utilizacdo da maioria dos métodos propostos. Neste aspecto,
metodologias como a sintese sol-gel e a precipitacdo direta apresentam vantagens frente aos
demais métodos. Isto se deve ndo somente ao fato de serem métodos econdmicos, eficientes e
adaptaveis, mas principalmente por serem métodos que, convencionalmente, podem fornecer
um maior controle da nucleacdo e do crescimento dessas nanoparticulas ( WANG;
MUHAMMED, 1999; KUMAR et al., 2013; NAGAJYOTHI et al., 2013; RAOUFI, 2013).

O método de precipitacdo é um dos mais utilizados para a obtencdo de ZnO-NPs. Nele,
ocorre a reducdo rapida e espontanea de uma solucéo de um sal de zinco, utilizando um agente
redutor, seguida da precipitacdo de um precursor do ZnO na solucdo. Este produto é, entéo,
submetido a etapas de lavagem, para a remoc¢do de impurezas, e ao aquecimento. Apos esta
etapa, obtém-se um produto sélido que é, por fim, submetido a trituracdo. A principal vantagem
deste método estd em obter particulas com propriedades reprodutivas por meio do controle de
alguns parametros, como concentracdo dos reagentes, velocidade da adicdo dos substratos e
temperatura de reacdo (KOLODZIEJCZAK-RADIMSCA, JESIONOWSKI, 2014). O esquema

apresentado na Figura 3 ilustra as etapas deste processo.
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Figura 3 - Etapas da sintese de ZnO-NPs pelo método de precipitacdo

Sal de Zinco +
—>|  Precursor

Redutor
|
v
Lavagens Secagem e
. —> ;
sucessivas Aquecimento
Zn0O-NPs

Fonte: Adaptado de Raoufi (2013).

O método Sol-gel, por sua vez, € um método quimico-liquido simples, que envolve
basicamente a hidrélise e condensacdo dos precursores, seguida de suas secagens e
estabilizagdo. O processo pode ocorrer em diferentes condicdes de pH e temperatura, e
alteracBes nestes parametros sdo suficientes para alterar o formato e/ou o tamanho das
particulas. Por este motivo, a sintese sol-gel tem gerado cada vez mais interesse em detrimento
dos demais métodos utilizados para a sintese de ZnO-NPs, proporcionando uma sintese
controlada, que resulta em particulas com tamanho e forma padronizados, sem necessidade de
altas temperaturas (SAMAT, NOR, 2012; DARROUDI et al., 2013; ZHENG, BOCCACCINI,
2017).

Os métodos essencialmente quimicos, entretanto, podem levar a formacdo de
subprodutos tdxicos, que podem ndo sé causar prejuizos ao meio-ambiente como também
dificultar a aplicacdo destes materiais no setor médico, devido ao aumento de sua toxicidade.
Com base nisso, uma grande atencdo tem sido dada aos métodos de “sintese verde”, que
utilizam elementos ecologicamente corretos para a sintese de nanoparticulas, como extratos de
plantas, bactérias, fungos, enzimas, dentre outros. Esta abordagem reduz o impacto ambiental
e a toxicidade dos produtos formados, 0 que pode ser vantajoso desde o ponto de vista ecoldgico
até a possibilidade de aplicacdo (GUNALAN, SIVARAJ, RAJEDRAN, 2011).
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Além das aplicacbes classicamente conhecidas das ZnO-NPs no setor industrial,
diversos estudos tém se concentrado na investigacdo do seu potencial biomédico, tendo
demonstrado atividade antibacteriana (PADMAVATHY, VIJAYARAGHAVAN, 2008;
PREMANATHAN et al., 2011; PATI et al., 2014), antifingica (SHARMA et al., 2010;
LIPOVSKY et al., 2011) e antitumoral (RASMUSSEN et al., 2010; PREMANATHAN et al.,
2011; HASSAN et al., 2016; PANDURANGAN, ENKHTAIVAN, KIM, 2016).

No trabalho de Dhyvia e colaboradores (2018), por exemplo, as ZnO-NPs foram
utilizadas como arcabouco para a Curcumina, um composto natural extraido a partir da espécie
Curcuma longa L., com o objetivo de criar um sistema de entrega especifico com aplicacdo
voltada para o céncer gastrico. Os autores partiram do principio de que as ZnO-NPs séo
insoltveis em pH 7, mas possuem boa solubilidade em ambientes com pH < 6, 0 que permitiria
gue o composto em questdo fosse precisamente liberado no pH estomacal.

A funcionalizagdo das ZnO-NPs com alguns biopolimeros pode, ainda, aprimorar sua
capacidade de imobilizacdo de algumas biomoléculas. Neste contexto, Umar e colaboradores
(2009) desenvolveram um biossensor a base de ZnO-NPs funcionalizadas com quitosana, para
deteccdo de colesterol, obtendo resultados concordantes com aqueles obtidos pelos métodos
tradicionalmente utilizados. Fardood e colaboradores (2017) utilizaram a goma ardbica,
proveniente da espécie Acacia senegal, como template para a sintese de ZnO-NPs, com 0
objetivo de aplica-las como fotocataliticos na degradacdo de corantes. Outros polimeros como
a goma tragacanto (DARROUDI et al., 2013), gelatina (DARROUDI et al., 2014) e alginato de
sodio (VARAPRASAD et al., 2016) também ja foram utilizados para a sintese e
funcionalizacgdo destas NPs, com diferentes objetivos e aplicacoes.

As ZnO-NPs, portanto, mostram-se como um material versétil, cujos diferentes métodos
de sintese e funcionalizacdo, além de sua baixa toxicidade, tornam possivel seu uso nas mais

diversas aplicacoes.

2.2.3. Atividade antimicrobiana de ZnO-NPs: potencial frente a bactérias e fungos

A descoberta dos antibidticos foi considerada um dos maiores avangos cientificos do
século XX e, durante um determinado periodo, as infec¢Ges bacterianas, antes letais, tornaram-
se menos ameagadoras. Entretanto, o uso indiscriminado destes agentes favoreceu o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia bacteriana. Esta caracteristica é algo que
constitui um sério problema na prética terapéutica, pois limita o arsenal de farmacos disponiveis
para o tratamento de infec¢Ges bacterianas, tornando necessario o desenvolvimento de novas
alternativas para combaté-las (KUMAR, SCHWEIZER, 2005; QUELEMES et al., 2013).
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Segundo Tortora, Funke e Case (2012), os principais mecanismos que podem levar a
resisténcia bacteriana, sdo:

e Destruicdo ou inativagdo enzimética do farmaco: afeta principalmente
antibioticos derivados de produtos naturais, como as penicilinas e as cefalosporinas.
Estes agentes antibacterianos, juntamente com os carbepenemos, apresentam em sua
estrutura o anel B-lactimico, alvo das enzimas B-lactamases, que provocam a
hidrélise de sua estrutura, inativando, portanto, o farmaco.
e Prevencdo da entrada no sitio alvo, dentro do micro-organismo: a parede celular
de bactérias Gram-negativas apresenta, em sua estrutura, aberturas denominadas
“porinas”, que restringem a absor¢ao de moléculas pela bactéria. Algumas bactérias
mutantes sdo capazes de modificar a estrutura de suas porinas, de modo que o0 agente
antimicrobiano torna-se incapaz de atravessa-las.
e Alteracbes no sitio-alvo do farmaco: pequenas modifica¢bes no sitio-alvo do
antibidtico podem levar & sua neutralizagdo, causando, assim, a auséncia de
alteracdes significativas nas funcdes celulares e, consequentemente, sobrevivéncia
da bactéria.
e Efluxo rapido do fArmaco: algumas proteinas presentes na membrana plasmatica
da bactéria agem como bombas, “expulsando” os farmacos e impedindo que estes

atinjam uma concentracdo otima.

Os fungos, por sua vez, sdo organismos eucariotos, heterotréficos, uni ou multicelulares,
gue podem ser encontrados em diferentes ambientes naturais (dgua, solo, ar) ou em relacdes de
comensalismo/parasitismo com animais ou plantas. Apesar de haver, aproximadamente 150 mil
espécies catalogadas, apenas algumas centenas sao reconhecidamente patogénicas a humanos.
Esta patogenicidade depende de inimeros fatores, uma vez que o hospedeiro fornece um
ambiente dindmico, ao qual os fungos precisam adaptar-se para sobreviver. Por outro lado, este
mesmo ambiente pode favorecer a ativacdo de mecanismos de sinalizacdo, que resultam na
expressdao de fatores de viruléncia, causando, entdo, patogenicidade. A imunidade do
hospedeiro, por exemplo, & um fator decisivo para determinar se a infecgéo evoluira para doenga
e a severidade desta manifestacdo (SIDRIM, ROCHA, CORDEIRO, 2004; ROMANI, 2004,
DERENGOWISKI, 2011; SHERRINGTON et al., 2017).

A relevancia clinica das doengas fungicas, normalmente negligenciadas, tem aumentado

de maneira significativa nas ultimas décadas devido ao aumento na incidéncia de infecgbes
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sistémicas, acometendo, principalmente, pacientes imunocomprometidos, como pacientes
transplantados, em tratamentos quimioterapicos ou com a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS). Por serem organismos eucariotos, os fungos compartilham muitos processos
bioldgicos com os humanos e, portanto, a maioria dos farmacos pode apresentar toxicidade
quando usados terapeuticamente. Além disso, estas caracteristicas também dificultam o
desenvolvimento de novas alternativas que possam causar toxicidade seletiva aos fungos, sem
afetar as células do hospedeiro. InvestigacGes neste setor fazem-se, portanto, necessarias, de
modo a contornar esta dificuldade (ROMANI, 2004; DERENGOWISKI, 2011).

O desenvolvimento de agentes antimicrobianos é de grande relevancia para diferentes
ambitos industriais, incluindo os setores ambiental, alimenticio, téxtil, de embalagens, de
cuidados em saude, construcdo e decoracdo. De modo geral, estes agentes podem ser
classificados em organicos e inorganicos. Normalmente, os agentes inorganicos apresentam
maior estabilidade quando comparados aos agentes organicos, principalmente quando
submetidos a altas temperaturas e/ou pressao. Como consequéncia, materiais inorganicos, como
metais e Oxidos de metais, tém atraido bastante atencdo por sua capacidade de resistir a
condicdes dificeis de sintese e armazenamento (ZHANG et al., 2007).

Neste sentido, os 6xidos de metais como o TiO,, MgO, CaO, ZnO, entre outros, tém se
destacado como potenciais antimicrobianos por serem considerados materiais seguros e com
boa estabilidade (SHARMA et al., 2010). A reducdo destes materiais a escala hanométrica
parece proporcionar-lhes uma atividade ainda mais pronunciada, visto que a alta proporc¢éo
surperficie-volume confere-lhes alta reatividade e o diminuto tamanho destas nanoparticulas
possibilita uma melhor interagdo com 0s micro-organismos, 0 que as permite apresentar
toxicidade seletiva, com efeitos adversos minimos as células de mamiferos (XIE et al., 2011).

Os mecanismos pelos quais as nanoparticulas desempenham esta atividade ainda nao
estdo totalmente elucidados, porém, algumas hipoteses tém sido propostas, como: (a) producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs), (b) toxicidade de ions metalicos livres, decorrente da
liberacdo desses metais pelas nanoparticulas, (c) disfuncdo proteica e perda da atividade
enzimatica, (d) interferéncia na assimilacdo de nutrientes, (e) deficiéncias na funcdo da
membrana e (f) genotoxicidade (DIZAJ et al., 2014; LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013).

A atividade antimicrobiana das ZnO-NPs tem sido amplamente investigada nos ultimos
anos. Trabalhos relatam sua toxicidade contra bactérias como Escherichia coli
(VARAPRASAD et al., 2016), Pseudomonas sp. (SHARMA et al., 2010), Vibrio cholerae
(SARWAR et al., 2016), Staphylococcus aeureus, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii
(GUNALAN, SIVARAJ, RAJEDRAN, 2012), além de fungos como Candida tropicalis
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(JOTHIPRAKASAM et al., 2017), Candida albicans (SHARMA, GHOSE, 2015), Sclerotinia
homoeocarpa (LI et al., 2017), Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans, Trichoderma
harzianum (GUNALAN, SIVARAJ, RAJEDRAN, 2012), Penicillium expansum, Botrytis
cinerea, Rhizopus stolonifer, Alternaria alternata (SARDELLA, GATT, VALDRAMIDIS,
2017), dentre outros. Estes resultados reforcam a ideia de que as ZnO-NPs, sozinhas ou
funcionalizadas, apresentam potencial uso como antimicrobianos e seu mecanismo de agéo

contra estes micro-organismos precisa ser melhor investigado.

2.4. Gomas naturais e suas aplicagoes

De modo geral, o termo goma pode ser utilizado para referir-se a polimeros capazes de
formar solugdes ou dispersfes altamente viscosas quando expostos a solventes ou agentes de
inchamento. Desta forma, pode ser aplicado a inUmeras substancias, como hidrocarbonetos,
borrachas, proteinas, polissacarideos e derivados, e também alguns polimeros sintéticos. As
gomas naturais, por sua vez, consistem em polissacarideos, cuja estrutura é formada por varias
unidades de agUcares organizados em arranjos lineares ou ramificados, de modo a formar uma
grande molécula. Elas ocorrem naturalmente, podendo ser obtidas a partir de sementes, algas
marinhas, micro-organismos e plantas. Nestas ultimas, sdo produzidas pelas células epiteliais e
exsudadas como um mecanismo de defesa contra injurias fisicas ou ataques por organismos
patogénicos (PAULA; COSTA, 1993; RANA et al., 2011 ANDRADE et al.,, 2013,
GOSWAMI; NAIK, 2014).

No setor industrial, as gomas sdo geralmente utilizadas como espessantes,
emulsificantes, dispersantes, ligantes e estabilizantes. O interesse no uso de gomas naturais
neste setor deve-se principalmente a caracteristicas como sua boa solubilidade em &gua, baixa
toxicidade, facil obtencéo e baixo custo. Estas caracteristicas favorecem o seu uso, ndo somente
na industria alimenticia, como também na industria farmacéutica (PRAJAPATI et al., 2013).
As estruturas poliméricas ramificadas e complexas das gomas oferecem-lhes propriedades
adesivas e coesivas, desejaveis ao uso em formulacdes farmacéuticas, sendo utilizadas como
aglutinantes para comprimidos, na microencapsulacdo para liberacdo controlada de farmacos
ou como agentes de revestimento. (GOSWAMI; NAIK, 2014).

Entretanto, algumas caracteristicas das gomas, como indices descontrolados de
hidratacdo, solubilidade, espessamento, diminuicdo da viscosidade e risco de contaminagao por
micro-organismos durante o armazenamento, constituem alguns problemas que dificultam seu

uso. As modificacGes, neste caso, funcionam como alternativas ndo s6 para minimizar estas
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desvantagens, mas também para permitir o uso destas gomas para fins mais especificos (RANA
etal., 2011).

Estas modificacbes podem ser conduzidas por métodos fisicos ou quimicos. Nos
métodos fisicos, as alteragdes moleculares podem ser alcancadas pela exposicao ao calor seco,
ao vapor saturado, a tecnologia de micro-ondas, a luz ultravioleta e a radiacdo gama. Ja para
modificar as gomas por métodos quimicos, como o0 nome sugere, deve-se trata-las com produtos
quimicos como aldeidos, epicloridrina, borax, ou outros (PRAJAPATI et al., 2013).

Sendo assim, o melhoramento das propriedades das gomas naturais pelos diferentes
métodos de modificagdo tem gerado grande interesse na investigacdo de suas possiveis
aplicacdes no setor biomédico.

2.5. A goma do cajueiro, suas modificacOes e aplicagdes

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma arvore rustica facilmente encontrada em
paises tropicais e subtropicais, tais como india, Kenya, Mocambique e Brasil. Neste tltimo, é
amplamente cultivada nas regides Norte e Nordeste, principalmente nos estados do Piaui, Ceara
e Rio Grande do Norte. E bastante popular devido as castanhas obtidas de seu fruto, o caju,
muito utilizadas como ingredientes culinarios (MOTHE; DE SOUZA; CALAZANS, 2008;
RIBEIRO et al., 2016).

A goma do cajueiro (GC) é um heteropolissacarideo complexo, obtido naturalmente ou
por meio de incisdes no caule do cajueiro (QUELEMES et al., 2013). Na figura 4, é possivel

observar o exsudato obtido a partir do caule do cajueiro e a goma, apos 0 seu processamento.

Figura 4 - (A) Resina obtida a partir do exsudado do tronco do cajueiro. (B) Goma do
cajueiro apo6s isolamento.
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Esta goma é composta principalmente por B-D-galactose (72 %), a-D-glicose (14%),
arabinose (4.6 %), acido glicurénico (4,6%) e ramnose (3.2 %), cujas estruturas quimicas
encontram-se representadas na figura 5A. Além disso, a estrutura da GC € formada por trés
tipos de unidades conectadas ao nucleo de galactana pelos C-1 e C-3,C-1e C-6,e C-1, C-3 e
C-6, como demonstrado na figura 5B. A GC apresenta semelhancas estruturais com a goma
arébica, e, por isso, vem sendo sugerida como sua substituta ( DE PAULA; RODRIGUES,
1995; DA SILVA et al., 2009; ANDRADE et al., 2013; QUELEMES et al., 2017).

Além do uso tradicional como espessante ou emulsificante, inerente ao uso industrial
das gomas, outras aplicacdes tém sido propostas para 0 uso da GC, principalmente devido ao
seus potenciais biolégico, micro e nanotecnoldgico (RIBEIRO et al., 2016). Estudos apontam
que a GC possui leve atividade antimicrobiana (MARQUES; ALBUQUERQUE; XAVIER-
FILHO, 1992; TORQUATO et al., 2004; CAMPOS et al., 2012), antidiarreica (ARAUJO et al.,
2015) e antitumoral (MOTHE; DE SOUZA; CALAZANS, 2008) e cicatrizante (MOREIRA et
al., 2015). Além disso, a utilizacdo da GC em aplicacdes nanotecnoldgicas apresenta grande
potencial, tendo sido utilizada com ou sem modificagcdes, em associa¢do com outros compostos,
como alginato, quitosana e acido acrilico, e como agente redutor e estabilizante na sintese de
nanoparticulas metalicas (DA SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2010; QUELEMES et al.,
2013; DE OLIVEIRA; PAULA; PAULA, 2014; PITOMBEIRA et al., 2015).

Figura 5 — (A) Unidades de monossacarideos presentes na composicao da GC brasileira. (B) Representacdo da
estrutura do polissacarideo extraido do exsudato do cajueiro.
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Os principais grupos reativos presentes na GC sdo constituidos, em sua maioria, por
hidroxilas e carboxilas. Por isso, algumas modificacbes quimicas foram propostas com o
objetivo de aumentar sua reatividade. Os métodos de modificagdo quimica propostos paraa GC
sdo: oxidacéo, sulfatacdo, copolimerizagdo com acrilamida, ligacdo cruzada com epicloridrina,
carboximetilacdo, entre outros. No geral, sdo métodos muito semelhantes aos utilizados para
modificar outros polimeros, mas que precisam de algumas adaptacfes devido a hidrofilia da
GC (RIBEIRO et al., 2016).

A carboximetilagéo, por exemplo, aumenta a transparéncia de solucéo e a hidrofilia das
gomas, tornando-as mais sollveis em sistemas aquosos (RANA et al., 2011). Muitos derivados
de polissacarideos ja foram obtidos por meio de reacdes de carboximetilacdo, utilizando
substancias como celulose, amido, quitina, goma gelana, inulina, entre outras (SILVA et al.,
2004). O método de carboximetilacdo da GC foi proposto por Silva e colaboradores (2004). A
reacao € baseada na sintese de Williamson, onde o alcoxido do polissacarideo reage com acido
monocloroacético (MCA), e os grupos alcoolicos primario e secundario sdo substituidos por

grupos carboxila. A figura 6 ilustra as modificaces ocorridas nesse processo.

Figura 6 - (A) Estrutura da goma do cajueiro e (B) Goma do cajueiro carboximetilada, onde R pode
ser —-H ou —CH,COOH.
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Fonte: Adaptado de Moura (2009).

Em funcdo da melhoria em suas caracteristicas fisico-quimicas e reoldgicas, 0 uso de
gomas modificadas por carboximetilagdo como agentes estabilizantes e/ou redutores na sintese
de nanoparticulas tem sido investigado. Sendo assim, alguns estudos tém demonstrado o uso
das gomas guar, catira, kondagogu e dextrana, carboximetiladas, como agentes estabilizantes,

redutores, ou ambos, na sintese de nanoparticulas, com os mais diversos objetivos, desde
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agentes antimicrobianos, até sistemas de entregas de drogas (VERMA, 2014; GLISIC et al.,
2015; GUPTA; MINKAL; AHUJA; BHATT, 2015; SARDAR et al., 2017).

Silva e colaboradores (2010) propuseram a sintese de nanoparticulas por complexacao
polieletrolitica de quitosana e GCCM, obtendo nanoparticulas esféricas, com tamanhos que
variavam entre 200 nm e 350 nm. Entretanto, ainda sdo poucos os estudos focados na
investigacdo do potencial da GCCM na sintese de nanoparticulas, fazendo-se necessérias

maiores investigacdes acerca deste potencial.

2.6. Sensores e biossensores

De modo geral, define-se por sensor um dispositivo capaz de converter um estimulo
fisico (pressdo, temperatura, luz) ou quimico (reacdo de oxirreducdo) em um sinal, que sera
processado por um sistema. A parte ativa do sensor, responsavel pelo processamento do sinal,
recebe o nome de transdutor e convertera a interacéo entre a camada ativa do sensor e o analito
de interesse em um sinal mensuravel (NUNES et al., 2014). A Figura 7 ilustra esse sistema de
funcionamento de maneira simplificada. Para ser considerado um bom sensor, é necessario que

o dispositivo apresente caracteristicas como sensibilidade e seletividade (FARIAS, 2015).

Figura 7 - Esquema simplificado do funcionamento de um sensor
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FONTE: Adaptado de NUNES et al., 2014.

Um biossensor, por sua vez, corresponde a um dispositivo analitico projetado para
detectar analitos que combinam elementos bioldgicos de reconhecimento com um componente
de deteccdo fisico-quimico. Assim como o0s demais sensores, um biossensor também ¢é
composto por trés partes fundamentais: o elemento biol6dgico (sinal), um transdutor
(reconhecimento do sinal) e um dispositivo de leitura (pds-processamento do sinal). De acordo
com os tipos de transdutor, os biossensores podem ser classificados em: dpticos, térmicos,
piezoelétricos, eletroquimicos, eletroquimioluminescentes, entre outros (XU, WANG, 2012).

No caso dos sensores eletroquimicos, ocorre o reconhecimento de sinais como

voltagem, corrente ou impedancia, resultantes da interacéo entre um analito e um eletrodo. Este
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ultimo pode estar funcionalizado com substancias quimicas, bioquimicas ou elementos
bioldgicos em geral, visando ao aprimoramento de sua atividade, a depender do objetivo. Estes
dispositivos apresentam caracteristicas proprias, que os distinguem dos métodos convencionais
de grande porte. Estes, apesar de sensiveis e seletivos, dificultam a obtencéo de resultados in
situ, em tempo real. Dados nessas condicdes, entretanto, podem ser facilmente obtidos com o
uso de sensores que, mesmo ndo apresentando a mesma precisdo e/ou exatiddo, fornecem
informacdes suficientes para tomadas de decisdo urgentes, por exemplo. Soma-se a este fato a
portabilidade, possibilidade de miniaturizacdo e baixo custo, caracteristicas inerentes aos
sensores, que tornam seu uso ainda mais vantajoso (LOWISOHN, BERTOTTI, 2006;
SANTOS, 2014).

Os sensores eletroquimicos podem ser classificados em amperométricos,
potenciométricos, voltamétricos, quimiorresistivos e capacitivos, dependendo do principio em
que se baseiam (SANTQOS, 2014). A técnica de voltametria corresponde a um conjunto de
técnicas eletroanaliticas, que fornece respostas quali-quantitativas a respeitos de espécies
eletroativas com base na constru¢do de uma curva de corrente versus potencial aplicado,
denominado de voltamograma. Por tratar-se de um conjunto de técnicas, e ndo uma técnica
individual, a voltametria abrange os tipos linear, ciclica, de pulso diferencial e de onda
quadrada, que variam entre si com base no padrdo de potencial aplicado. A voltametria ciclica
e a voltametria de pulso diferencial, estdo entre as técnicas eletroquimicas mais comuns
utilizadas como principio para o desenvolvimento e caracterizacdo de sensores e biossensores
(ALEIXO, 2003; XU, WANG, 2012; MENEZES, 2014). A Figura 8 representa a interacao do
sensor eletroquimico com o analito e como ocorre a representacao do sinal gerado a partir desta

interacdo, por cada uma das técnicas citadas.
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Figura 8 - Representagdo esquematica de um sensor eletroquimico, sua interacdo com o substrato e a transdugao
destas interacfes em sinais mensuraveis
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Fonte: adaptado de LIMA et al., 2018

Diante de suas vantajosas caracteristicas, 0s sensores e biossensores eletroquimicos
representam ferramentas poderosas, principalmente para aplicacdes biologicas e biomédicas.
Uma estratégia cada vez mais comum para impulsionar estas caracteristicas consiste em
funcionalizar estes sensores com nanomateriais. A alta reatividade de superficie dos
nanomateriais, combinada ao seu pequeno tamanho, oferece vantagens significativas aos
sensores funcionalizados, incluindo o aprimoramento de suas propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas. Deste modo, caracteristicas como a composi¢do quimica, textura de superficie,
estrutura e orientacdo do cristal, entre outras, controlam o mecanismo de transporte de elétrons
nos eletrodos funcionalizados, tornando possivel sua utilizagdo in vitro e in vivo, no diagndéstico
de diversas enfermidades, bem como no monitoramento do estado clinico dos pacientes, em
diferentes niveis (MADURAIVEERAN, SASIDHARAN, GANESAN, 2018).

Diferentes tipos de NPs, incluindo nanoparticulas metalicas, de 6xidos de metais, de
semicondutores, dentre outras, tém sido largamente utilizadas para funcionalizar sensores e
biossensores. Apesar de desempenharem diferentes papéis nos diferentes sistemas
eletroquimicos propostos, as principais funcdes das nanoparticulas nestes casos sdo: (1)
imobilizacdo de biomoléculas, (2) catalise de reacdes eletroquimicas, (3) aprimoramento do
processo de transferéncia de elétrons, (4) como marcadores moleculares, (5) agir como
reagentes (LUO et al., 2005).
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No que diz respeito ao seu uso em sensores, as nanoparticulas de 6xidos de metais sdo
normalmente utilizadas para imobilizar biomoléculas, devido a sua biocompatibilidade,
enguanto que as nanoparticulas de semicondutores sdo mais utilizadas como marcadores para
analises eletroquimicas (LUO et al., 2005). Estas NPs podem ser adsorvidas a superficie do
eletrodo por diferentes mecanismos, que podem incluir adsorcdo fisica, ligacdo quimica
covalente, eletrodeposicdo, eletropolimerizacdo — utilizando, por exemplo, polimeros com
propriedades redox —, entre outras. Um eletrodo modificado com multiplas camadas de
nanoparticulas pode resultar em um filme poroso, com superficie altamente reativa, que confere
a este eletrodo uma forte capacidade de adsorcdo de substratos. Em outras palavras, a
porosidade resultante da deposicdo de multiplas camadas de nanoparticulas, permite que o
substrato se acumule na superficie do eletrodo por meio de reacdes de especificidade e
seletividade entre eletrodo e substrato (WANG, HU, 2009).

As ZnO-NPs constituem uma das nanoparticulas de 6xidos de metais mais interessantes
para o uso em sensores eletroquimicos, tendo em vista sua biocompatibilidade, baixa toxicidade
e estabilidade quimica. Estas nanoparticulas possuem um ponto isoelétrico por volta de 9,5
(superior ao pH fisiologico) e apresentam carga de superficie positiva em pH &cido. Estas
caracteristicas favorecem, por exemplo, 0 seu uso na adsor¢do de algumas proteinas. Foi
partindo deste principio que Norouzi e colaboradores (2011) desenvolveram um biossensor para
a deteccdo do antigeno carcinoembriogénico (CEA), uma glicoproteina produzida durante o
desenvolvimento fetal, cuja producao € interrompida antes do nascimento, ndo estando presente
em adultos saudaveis. Para a montagem do sensor, 0s autores utilizaram duas bicamadas de
ZnO-NPs associadas a nanoparticulas de ouro (AuNPs) como matriz de imobilizacdo. Os
anticorpos anti-CEA eram, entdo, imobilizados na superficie modificada com as nanoparticulas
e diferencas no comportamento da corrente eram observadas conforme a exposicao do sensor a
diferentes concentracfes de CEA. Outro exemplo semelhante corresponde ao trabalho de
Wahab e colaboradores (2017) que funcionalizaram ZnO-NPs com anticorpos anti-Brucella,
para a deteccéo precoce e precisa de brucelose.

Outras propostas de aplicacdes incluem o uso das ZnO-NPs no desenvolvimento de
sensores eletroquimicos para a deteccdo do material genético dos virus da dengue (SINGHAL,
PUNDIR, NARANG, 2017), na producdo de sensores ndo enzimaticos para a deteccdo de
glicose (DAYAKAR et al., 2017) e na deteccédo de antigenos caracteristicos do cancer de ovario
(GASPAROTTO et al., 2017).
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2.7. A dopamina, suas funcdes e métodos de deteccdo: consideracfes gerais

A dopamina (DA), cuja estrutura quimica pode ser observada na Figura 9, é um
neurotransmissor catecolaminérgico que corresponde a 80% do conteudo de catecolaminas
cerebrais (NEVES et al., 2004). Sua sintese ocorre via reacGes enzimaticas, onde,
resumidamente, a 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) sofre descarboxilagdo para formar DA.
Apos sua sintese, ela é armazenada em vesiculas sinapticas até que haja sua liberacdo, mediante
estimulo (DAMASCENO, 2014; MONSEI, BAHRAM, 2018; KULCHAT, 2018).

Figura 9 - Estrutura quimica da Dopamina

HO

HO

NH

Dopamina

Fonte: NEVES et al., 2004

Ao ser liberada, a DA atuara em receptores especificos, denominados dopaminérgicos,
que estdo presentes no sistema nervoso central, nos vasos mesentéricos e renais, e nas artérias
corondrias. Este neurotransmissor esta relacionado a regulacdo de uma série de atividades
fisioldgicas, como fatores motivacionais, cognitivos, motores e hormonais, além de ser
precursor da Epinefrina e da Norepinefrina, outros dois importantes neurotransmissores
(NEVES et al., 2004; MONSEI, BAHRAM, 2018).

Em um adulto saudavel, os niveis de DA no sangue devem estar entre 1,3 € 2,6 uM.
Manter estes niveis normais € essencial para manter também normais a pressdo arterial,
atividade motora, motivacdo emocional, capacidade de aprendizado, estado consciente, entre
outros. Niveis de DA inferiores aos considerados normais podem levar a inimeras desordens
neuroldgicas e tém sido associados ao surgimento de condi¢cBes como Parkinson, Alzheimer,
esquizofrenia, deméncia senil, doenca de Huntington, hiperatividade e estresse psicossocial. Da
mesma forma, niveis muito elevados de DA também podem levar a desordens mentais, devido
ao funcionamento cerebral anormal (ZHOU et al., 2016; DEY, SATPATI, 2017; FRITEA et
al., 2017; KULCHAT et al., 2018). Portanto, a determinacdo de DA no sangue, na urina e em
outros fluidos corporais torna-se essencial para avaliar as fungdes metabdlicas do organismo.

Além disso, no Brasil, a DA é comercializada na forma de ampolas, numa concentragdo de 50
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mg/mL, e é bastante utilizada no tratamento de diversos choques e da hipotensdo grave pos-
infarto agudo do miocardio. Logo, a sua quantificacdo nestes medicamentos é fundamental para
o controle de qualidade (LUPPETI, RAMOS, FATIBELLO-FILHO, 2003).

Os principais métodos analiticos utilizados para a determinacdo da DA incluem a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), espectrometria de massas,
quimioluminescéncia, eletroforese capilar e fluorescéncia (MOLAAKBARI, MOSTAFAVI,
BEITOLLAHI, 2015; MONSEI, BAHRAM, 2018). Entretanto, a maioria destas técnicas exige
instrumentacao sofisticada e de alto custo, inUmeros pré-tratamentos do analito, além de um
longo tempo de analise (REDDY et al., 2015; SILVERIO, 2015). Portanto, a elaboracio de
novos métodos que possam minimizar estas dificuldades faz-se necesséria.

Os métodos eletroquimicos de deteccdo apresentam grande significancia devido as suas
altas sensibilidade e seletividade, baixo custo, rapidez e precisdo, além de causarem baixos
impactos ao meio ambiente (REDDY et al., 2015). No corpo humano, a DA sofre oxidacgéo pela
acdo da enzima mono-amina oxidase. Por outro lado, ela também pode sofrer auto-oxidacéo,
isto &, reage com o oxigénio, produzindo radicais livres e quininas. Este comportamento pode
ser observado por voltametria ciclica, onde, normalmente, a DA apresenta um perfil redox
reversivel, com pico de oxidagdo por volta de 200 mV (REDDY et al., 2015; ZHOU et al.,
2016)

Os recentes avan¢os em quimica analitica demonstraram que as propriedades Unicas dos
materiais em escala nanométrica tornam-nos ideias para o desenvolvimento de sensores
(KULCHAT et al., 2018). Diversos estudos tém investido no uso de nanomateriais para a
modificacdo da superficie de eletrodos, com o objetivo de quantificar DA. Estes materiais
incluem pontos quanticos de grafeno (ZHOU et al., 2016), nanoesferas de carbono (DEY,
SATPATI, 2017), nanoparticulas de ouro (MONSEI, BAHRAM, 2018), pontos quanticos de
sulfeto de cddmio (KULCHAT et al., 2018), entre outros.

Neste sentido, as nanoparticulas de 6xidos de metais representam um ponto forte nas
pesquisas recentes devido as inimeras vantagens de seu uso. Fazio e colaboradores (2018), por
exemplo, utilizaram nanoparticulas de 6xido de molibdénio para modificar a superficie de um
eletrodo de pasta de carbono. Este, apés a modificacdo, demonstrou um comportamento
eletrocatalitico aprimorado, sendo capaz de detectar DA de maneira seletiva quando em solucgéo
de tampéo fosfato (pH = 7). Semelhantemente, Molaakbari, Mostafavi e Beitolahi (2015),
utilizaram um eletrodo com a mesma composicéo, cuja superficie foi, por sua vez, modificada
pela imobilizagcdo de ZnO-NPs e &cido acrilico, com 0 mesmo objetivo dos autores previamente

citados, tambhém obtendo sucesso.
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Estes estudos demonstram que o uso da eletrogquimica associada a novos materiais,
especialmente as nanoparticulas de 6xidos de metais, constitui uma alternativa promissora aos
métodos classicos para a deteccdo de DA, permitindo a elaboracdo de novas estratégicas que

incluam facil execucéo e rapidez de resposta.
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3.0 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Sintetizar, caracterizar a avaliar as potenciais aplicacfes biotecnoldgicas de nanoparticulas de

oxido de zinco, sintetizadas a base de goma do cajueiro e goma do cajueiro carboximetilada.

3.2. Objetivos especificos
o Sintetizar nanoparticulas de 6xido de zinco, utilizando goma do cajueiro e goma do

cajueiro carboximetilada

o Caracterizar as nanoparticulas por espectroscopia de absorcdo do UV-visivel,

o Avaliar a estabilidade das nanoparticulas por monitoramento por espectroscopia do UV-
visivel

o Caracterizar as nanoparticulas por Espectroscopia do Infravermelho com Transformada
de Fourier;

o Caracterizar as nanoparticulas pro Microscopia de For¢a Atbmica

o Avaliar a pureza de fase dos cristais de éxido de zinco por difracdo de raios-X;

o Avaliar a biocompatibilidade das nanoparticulas sintetizadas por ensaio de hemolise;

o Avaliar a atividade antibacteriana das nanoparticulas sintetizadas;

o Avaliar a atividade antifungica das nanoparticulas sintetizadas;

o Avaliar a capacidade de deteccdo do hormdnio neurotransmissor Dopamina pelas

nanoparticulas sintetizadas, em forma de filme.
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4.0 MATERIAIS E METODOS
4.1. Isolamento da goma do cajueiro

O isolamento da goma do cajueiro foi feito conforme a metodologia proposta por
Rodrigues, Paula e Costa (1993), com adaptacdes. Inicialmente, preparou-se uma solucao da
goma bruta a 10%, onde 10 g de exsudado foram dissolvidos em 100 mL de &gua milli-Q e
deixados sob constante agitacdo até que fossem totalmente dissolvidos. Em seguida, esta
mistura foi filtrada, para remocéo de impurezas, e o0 pH da solucdo ajustado para 7, utilizando-
se uma solucdo de NaOH a 0,05 M. Apos o ajuste do pH, 2 g de NaCl foram adicionados a
solucéo, que foi deixada sob agitacdo por aproximadamente 1 hora. Posteriormente, adicionou-
se etanol em uma proporgéo de 4:1 (etanol/goma), com o objetivo de obter-se precipitado. Esta
solucdo foi filtrada e o precipitado lavado duas vezes com etanol e uma vez com acetona. O
produto final foi seco sob fluxo de ar quente. Todos estes passos estdo representados de maneira

resumida na figura 10.

Figura 10 - Representacdo esquematica do processo de obtengdo da goma do cajueiro.
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Fonte: Adaptado de Rodrigues, Paula, Costa (1993)
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4.2. Carboximetilagdo da goma do cajueiro

Este procedimento foi realizado segundo Silva e colaboradores (2004), com adaptagdes.
Uma massa correspondente a 10g de goma isolada foi ressuspendida em 10mL de agua
ultrapura e deixada sob agitacédo até que a solucéo ficasse homogénea. Em seguida, um volume
de 5,4 mL de uma solucdo de NaOH (10M) foi adicionado a solucdo, que foi agitada por mais
10 minutos. Subsequentemente, 5,4g de MCA foram adicionadas a solucdo e a mistura foi
deixada sob agitacdo a 55 °C por 3 horas. O pH foi ajustado para 7 e a mistura foi submetida a
precipitacdo com etanol, em uma razdo 3:1 (etanol/goma), e acetona. O produto final obtido foi

seco sob fluxo de ar quente.

4.4. Sintese das ZnO-NPs
As ZnO-NPs foram sintetizadas utilizando um método sol-gel, adaptado de Fardood e
colaboradores (2017). Para tanto, solugdes de GC e GCCM foram preparadas em diferentes
concentracgdes (0,75% e 1,5%, cada) e submetidas a aquecimento (75°C) e constante agitacéo
(600 rpm) por 120 minutos. Apds este periodo, 29 Zn(NOs).:6H.O foram adicionados as
solucBes de goma e a reagdo permaneceu exposta as mesmas condi¢cdes de temperatura e
agitacdo por 12 horas. Posteriormente, estas solu¢bes foram submetidas a calcinacdo por 4
horas, a uma temperatura de 500°C. O produto final obtido, um pd de coloracdo branca
correspondente as ZnO-NPs, foi utilizado para os demais testes.
As nanoparticulas obtidas foram designadas como segue:
e 7n0O-NP1 — Sintese com GC 0,75%
e 7n0O-NP2 — Sintese com GC 1,5%
e 7n0O-NP3 — Sintese com GCCM 0,75%
e 7n0O-NP4 — Sintese com GCCM 1,5%

4.5. Caracterizacdo das nanoparticulas
4.5.1. Espectroscopia de absor¢do do UV-Visivel

As propriedades Opticas, bem como a estabilidade das ZnO-NPs, foram avaliadas
utilizando a técnica de espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta e do visivel.

As nanoparticulas foram ressuspendidas em agua destilada, a uma concentracéo de 0,1%
(m/v). Esta solugéo foi sonicada por 30 minutos e, posteriormente, submetida a varredura entre
0s comprimentos de onda de 300 nm a 600 nm, de modo a observar a banda de absorgéo

caracteristica das ZnO-NPs, com o objetivo de confirmar sua formacéo.
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Esta mesma técnica foi utilizada para monitorar a estabilidade das ZnO-NPs em solucéo
e em po. Para tanto, uma solucéo a 0,1% (m/v) de cada NP foi preparada em agua destilada e
mantida em geladeira, a uma temperatura de, aproximadamente, 10 °C, protegidas da luz. O p6
bruto, obtido a partir da sintese foi armazenado a temperatura ambiente, protegido da luz e da
umidade. Ambas as amostras foram monitoradas, com o objetivo de inferir o melhor método
para seu armazenamento.

Estes procedimentos foram realizados com o auxilio de um Espectrofotdmetro UV-1800

Shimadzu (Kyoto-Japéo), equipado com lampada de Deutério.

4.5.2 Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de infravermelho foi utilizada para avaliar a composicdo das gomas, bem
como das nanoparticulas sintetizadas. A analise foi realizada em um espectrdmetro de
infravermelho Perkin-Elmer Spectrum BX, pela técnica de disco de KBr. As amostras foram
“polvilhadas” em um po seco de Brometo de Potassio (KBr), com concentragio entre 0,5% e
1% (m/m). A massa total utilizada foi de, aproximadamente, 200 mg. Subsequentemente, discos
com diametro de 12 mm foram pressionados, a uma pressdo >10 toneladas, sem vacuo. Os
espectros foram medidos de 4.000 a 400 cm™, com uma resolucéo de 4 cm™, coadicionando 64

scans.

4.5.3. Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A morfologia e a distribuicdo das nanoparticulas foram avaliadas por microscopia de
forca atdbmica. Preparou-se, para cada amostra, uma solugéo a 0,1 % (m/v), que foi sonicada
por 30 minutos e depois diluida em uma proporcédo de 1:10. A partir da solucao diluida, 10 pL
foram retirados, adicionados a uma superficie limpa de mica e levados a estufa para processo
de secagem, a 35 °C.

Esta técnica também foi utilizada para observacdo da morfologia dos micro-organismos
que apresentaram maior susceptibilidade as nanoparticulas nos testes antimicrobianos, descritos
no item 4.6. Para tanto, aliquotas das concentrac@es subinibitorias e dos micro-organismos nao
tratados foram retiradas, depositadas sobre uma superficie limpa de vidro e deixadas para
secagem em estufa, a 35 °C por 10 minutos. ApOs este processo, as amostras foram
cuidadosamente lavadas com agua deionizada e novamente deixadas para secagem, nas
condicGes supracitadas. Apos secagem completa, as amostras foram, entéo, analisadas.

As imagens foram obtidas com o auxilio de um microscépio de forca atbmica TT-AFM,
AFM Workshop (USA), em modo vibratério, utilizando-se cantilievers (NSG10/NT-MDT),
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com uma frequéncia de ressonancia proxima de 361 kHz. Para analise das imagens obtidas,
utilizou-se o software Gwyddion 2.42. Multiplos campos foram analisados e as imagens

selecionadas foram aquelas consideradas representativas das amostras.

4.5.4 Difracdo de Raios-X (DRX)

A técnica de difracdo de raios-X foi utilizada para caracterizar as nanoparticulas de ZnO,
verificar suas fases cristalinas e o tamanho dos cristais formados. As medidas foram realizadas
utilizando-se radiacio de cobre (K,), a 1,540593 A, num difratdmetro de raios-X Rigaku
Smartlab, em configuragdo Bragg-Brentano theta/2theta. A varredura normal 2Theta utilizada
durante as medidas variou de 20° a 80°, com um incremento de 0,01° e velocidade de 20.0/min.

Para a andlise do tamanho da particula foi utilizada a largura referente a meia altura ()
dos 3 picos de difracdo mais intensos da amostra (FWHM), em radianos. Para o célculo do
tamanho de particula foi utilizada a equacdo de Scherrer, representada abaixo (Agarwal et al.,
2017).

Equacéo 1 - Equagdo de Scherrer, utilizada para a determinagéo do tamanho do cristalito

ka
' Beoso

Onde:

7 — Tamanho do cristalito

k — Fator de forma, determinado pela forma do cristal.
A — Comprimento de onda utilizado na difragao

p — Largura na meia-altura do pico

4.6. Avaliagdo da atividade antimicrobiana
4.6.1. Avaliagdo da atividade antibacteriana in vitro

Para avaliar o potencial antibacteriano nas ZnO-NPs sintetizadas neste trabalho,
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, obtidas da American Type Culture Collection
(ATCC) foram selecionadas, sendo elas: Staphylococcus aureus ATCC 29213 e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella
enterica subespécie enterica sorotipo Tiphymurium ATCC 1401, respectivamente. Os micro-
organismos foram previamente cultivados em agar Muller-Hinton e incubados em estufa
bacterioldgica, a uma temperatura de 35 = 2 °C, em condicgdes aerdbicas, por 24 horas. Em

seguida, uma solugédo bacteriana foi produzida em solucao isotnica estéril de cloreto de sddio
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0,85%, cuja densidade Optica obedeceu a escala de 0,5 de McFarland (1 x 108 UFC/mL). Para
este fim, a solugéo preparada foi lida em espectrofotdmetro UV-1800 Shimadzu (Kyoto-Japéo),
no comprimento de onda de 625nm. Esta solucéo foi utilizada como in6culo nos experimentos
seguintes.

A concentracdo Inibitéria Minima das ZnO-NPs em solugéo foi avaliada conforme as
indicacdes do Clinical Laboratory Standards Institute - CLSI (2015), com algumas adaptagdes
(QUELEMES et al., 2013). Para tanto, utilizou-se o método de diluigéo seriada, de razao dois,
em placa de 96 pocos, onde as bactérias foram expostas a concentragcdes de nanoparticulas que
variavam entre 1.000 pg/mL a 15,625 ug/mL.

Para o teste, utilizou-se caldo Muller-Hinton duplamente concentrado. Por este motivo,
a concentracdo das cepas bacterianas, previamente preparadas, foi calculada de modo que se
obtivesse um valor de 1x10®° UFC/mL. Desta maneira, ao realizar-se a diluicdo, esta
concentragéo cairia pela metade, e, portanto, haveria nos pogos uma concentracdo de 5x10°
UFC/mL, como preconiza o CLSI (2015).

Inicialmente, um volume de 100 puL de ZnO-NPs foi adicionado aos pocos da primeira
linha da placa, enquanto os demais pogos receberam 50puL de dgua destilada estéril. No proximo
passo, realizou-se a diluicédo seriada, de modo que todo 0s pogos obtivessem um volume final
de 50uL. Em seguida, adicionou-se 50uL de meio de cultura inoculado ¢ a placa foi incubada
em estufa bacterioldgica, a 35 £ 2 °C, em condicBes aerdbicas, por 24 horas.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, em cabine de seguranca nivel 2.

4.6.2. Avaliacgdo da atividade antifungica in vitro

A atividade antifangica das ZnO-NPs foi investigada contra nove diferentes espécies, a
saber: Fonsecaea pedrosoi ATCC 46422, Trichophyton interdigitale 73727, Aspergillus
fumigatus ATCC 13047, Sporothrix brasiliensis ATCC 16042, Cryptococcus neoformans
ATCC 48189, Candida albicans ATCC 18804, Candida krusei ATCC 6258, Candida
parapsilosis ATCC 22019 e Candida tropicalis ATCC 750. Os isolados flngicos foram inoculados
em meio agar batata dextrose e mantidos a 35 + 2 9C, pelo tempo exigido para cada fungo, conforme
mostra a Tabela 1.

A partir de cada cultura, preparou-se uma suspenséo de esporos em solucéo salina esteril
(0,85%), que foi ajustada em espectrofotdmetro (QUIMIS, S&o Paulo, Brasil), em 530 nm, com
transmitancia de 68 - 70% para Fonsecaea pedrosoi, de 80 — 82% para os demais fungos
filamentosos e de 90% para leveduras. Subsequentemente, o in6culo de fungos filamentosos foi

diluido a uma proporcdo de 1:50 em meio RPMI 1640, tamponado com 3-(N-
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morfolino)propane sulfénico acido (MOPS, Vetec, Brasil), de modo que a concentracao final
de micro-organismos estivesse entre 0,4x10% - 5 x 10* UFCs/mL. Para as leveduras, o inéculo
foi também diluido a uma proporc¢édo de 1:50, seguida de outra diluicdo, a uma proporcao de
1:20, em meio RPMI 1640, tamponado com MOPS, de modo que a concentracdo final de micro-

organismos obtida estivesse entre 5x10% — 2,5 x 103 UFCs/mL.

Tabela 1- Periodo de incubacéo dos fungos utilizados para o teste de susceptibilidade

Fungo Periodo de incubacéao
Fonsecaea pedrosoi 10 dias
Trichophyton interdigitale 7 dias
Aspergillus fumigatus 5 dias
Sporothrix brasiliensis 4 dias
Cryptococcus neoformans 2 dias
Candida albicans 24 horas
Candida krusei 24 horas
Candida parapsilosis 24 horas
Candida tropicalis 24 horas

O teste foi realizado conforme o método de crescimento em microdiluicdo, proposto
pelos documentos M27-A3 e M38-A2, do CLSI, utilizando-se placas de 96 pogos estéreis, com
fundo em formato ‘U’. Todas as NPs produzidas (ZnO-NP1, ZnO-NP2, ZnO-NP3 e ZnO-NP4)
foram preparadas igualmente. As ZnO-NPs foram dissolvidas em solucdo salina estéril e
sonicadas por 30 minutos. Dilui¢bes posteriores foram feitas em meio RPMI 1640 (MP
Biomedicals, France), tamponado com MOPS, de modo que 0s micro-organismos fossem
expostos a concentragdes de ZnO-NPs que variavam de 1.000 a 15.62 pg/mL. As placas foram
incubadas a 35 °C, pelo tempo exigido para cada tipo de fungo.

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada visualmente,
pela comparacdo com o controle de crescimento. A CIM foi definida como a menor
concentragdo da substancia capaz de inibir o crescimento visivel do micro-organismo (CLSI,
2008).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, em cabine de seguranca nivel 2.
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4.7. Avaliacdo da biocompatibilidade por ensaio de hemdlise

A biocompatibilidade das ZnO-NPs foi avaliada pela observacao da sua capacidade de
inducdo de hemdlise, conforme o método sugerido por Marani e colaboradores (2016), com
adaptac0es. Eritrocitos humanos foram coletados em tubos contendo EDTA, lavados trés vezes
e ressuspendidos em solucéo salina (0,85%).

Para o teste de hemolise, 150 pL do lavado de hemacias foram adicionados a solugdes
de ZnO-NPs, cujas concentracfes variavam de 1.000 pg/mL a 15,62 pg/mL. A solugdo final foi
incubada em estufa, a uma temperatura de 37 °C por 30 minutos e centrifugada a 10.000 G por
1 minuto. O sobrenadante foi retirado e sua absorbancia foi medida em 492 nm, com o auxilio
de um leitor de placas ELISA. Solu¢éo salina estéril (0,85%) e Triton-X foram utilizados como
controles negativo e positivo, respectivamente. O percentual de hemdlise foi calculado segundo

a equacao:

Equacéo 2 - Equagdo utilizada para a determinag&o do percentual de hemdlise

Yoh = ABSamostra — ABSsalina 100
° = TABStriton — ABSsalina

4.8. Preparo de filmes automontados para detec¢do de Dopamina
4.8.1. Preparo das solugdes

Para producdo dos filmes automontados, utilizou-se o polimero condutor Polianilina
(PANI) em associacdo com as ZnO-NPs. A PANI foi obtida na forma de base esmeraldina por
meio de sintese quimica, como proposto por Mattoso (1996). A solucdo de PANI usada na
deposicédo dos filmes foi preparada a partir de uma solucéo estoque da base esmeraldina (0.47
), dissolvida em 25 mL de dimetilacetamida (DMAC), que foi mantida sob agitagdo overnight.
Em seguida, a solucéo foi filtrada e diluida em HCI 1.4 x10-3 mol L™ (pH 2.66), na concentracao
de 0,23% (V/v).

Solugdes a 0,1% (m/v) de cada polimero utilizado na sintese das ZnO-NPs (GC ou
GCCM) foram preparadas. Subsequentemente, 1 mg de cada amostra previamente produzida
de ZnO-NPs foi dissolvido em 1 mL da solucéo polimérica. Esta solucdo foi sonicada por 30

minutos e utilizada para caracterizagdo eletroquimica, bem como para montagem do filme.
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4.8.2. Preparo dos filmes automontados (LbL)

Os filmes foram preparados pela técnica Layer-by-Layer. Neste sentido, um substrato
previamente limpo (6xido de estanho dopado com indio — ITO) foi imerso na solugédo de ZnO-
NPs por 5 minutos e seco sob leve fluxo de gas N.. Posteriormente, 0 mesmo substrato foi
imerso na solucgdo de PANI, pelo mesmo tempo, e seco novamente em N2. Ao final desta etapa,
monocamadas do filme de ZnO-NPs/PANI foram obtidas. Da mesma maneira, realizou-se
também a montagem de filmes na ordem inversa (PANI/ZnO-NPs), com o objetivo de avaliar
se a ordem de montagem interfere na eficiéncia de detec¢éo.

Os filmes foram caracterizados por voltametria ciclica, utilizando-se um potenciostato
Metrohm Autolab® PGSTAT 128N e uma célula eletroquimica convencional contendo trés
eletrodos: um eletrodo de calomelano saturado (ECS), como eletrodo de referéncia; uma placa
de platina (A= 2,0 cm?) como contraeletrodo; e ITO (A = 0,32 cm?) como eletrodo de trabalho.
Como eletrdlito suporte, utilizou-se tampao fosfato de potassio (PBS) 0,1 M, pH 2,1, ajustado

com acido fosforico.

5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacdo
O uso de extratos e polissacarideos de plantas para a sintese de nanomateriais tem sido
visto, nos ultimos anos, como uma abordagem economicamente rentavel e ecologicamente
correta, que possibilita voltar o uso destes materiais ndo somente para industria, mas também
para aplicacdes biomédicas (DARROUDI et al., 2013; BAJPAI, JADAUN, TIWARI, 2016).
Diferentes métodos tém sido propostos para a sintese de ZnO-NPs. Neste trabalho, estas
NPs foram sintetizadas por um método sol-gel, utilizando GC e GCCM. Neste método,
diferentes concentragcdes das gomas foram preparadas e misturadas com um sal de zinco,
submetidas a aquecimento, agitacdo e calcinacdo, para formar as nanoparticulas desejadas. O
produto final da reacdo pode ser observado na Figura 11, que demonstra a formacéo de um po
de coloracdo branca, correspondente as ZnO-NPs.

Figura 11 - ZnO-NPs obtidas a partir de sintese sol-gel, seguida por calcingao.
(A) ZnO-NP1; (B) ZnO-NP2; (C) ZnO-NP3; (D) ZnO-NP4.
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A espectroscopia de absor¢do na regido do UV-Visivel é uma das técnicas mais
utilizadas para observar a formacéo e confirmar a sintese de nanoparticulas, uma vez que é
considerada uma técnica de simples execucdo e sensivel o suficiente para este fim
(NAGAJYOTHI et al., 2013).

Os espectros de absor¢do UV-visivel das ZnO-NPs sintetizadas estdo representados na
Figura 12. E possivel observar que todas as amostras apresentaram uma banda de absorcio em
376 nm, com excec¢do da amostra ZnO-NP3, sintetizada com 0,75% de GCCM, que apresentou

banda em 378 nm.

Figura 12 - Espectros de absor¢do UV-Visivel das ZnO-NPs sintetizadas com (A) Goma do cajueiro e (B) Goma do
cajueiro carboximetilada.
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Em seu trabalho, Saha e colaboradores (2017) sintetizaram ZnO-NPs por trés diferentes
métodos, utilizando o extrato de Terminalia arjuna e obtiveram espectros com bandas de
absorcdo em 380 nm, 378 nm, e 376 nm, semelhantemente ao observado neste trabalho. Geetha
e colaboradores (2016), por sua vez, utilizaram a goma obtida da planta Azadirachta indica
para sintetizar ZnO-NPs pelo método de precipitacdo, obtendo nanoparticulas com bandas de
absorcdo entre 351 nm e 372 nm. Um método sol-gel, utilizado por Fardood e colaboradores
(2017), deu origem a ZnO-NPs & base de goma ardbica, com banda de absor¢do 378 nm. Outros
trabalhos relatam o surgimento da banda em 372 nm (BIAN et al., 2011), 374 nm (DARROUDI
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et al., 2013), 370 nm (DARROUDI et al., 2014) e 325nm (MADHUMITHA; ELANGO;
ROOPAN, 2016). Os espectros obtidos no presente trabalho, portanto, confirmam a formacéo
das ZnO-NPs, o que indica que o método utilizado foi eficiente.

Segundo Darroudi e colaboradores (2013), esta banda caracteristica para as ZnO-NPs
no espectro UV-Visivel pode estar associada a absorg¢do intrinseca do band-gap de ZnO, devido
as transicOes eletronicas da banda de valéncia para a banda de conducéo (O2p — Znzg). Além
disso, os autores associam ainda a morfologia da banda ao tamanho e distribuicéo das particulas,
alegando que quanto mais afilada a banda, menores e mais bem distribuidas encontram-se as
NPs. Levando-se em consideracdo estes fatores, é possivel inferir que, dentre as amostras
obtidas a partir do método utilizado neste trabalho, as ZnO-NP3 apresentaram maior dificuldade
para sua formacdo, haja vista o deslocamento (378 nm) e a morfologia da banda, com relacéo
as demais. Nesta amostra, a banda apresenta-se mais larga, indicando uma maior dispersao da
luz que pode estar associada a formacdo particulas de maior tamanho e/ou a presenca de
agregados.

As abordagens de sintese verde para a producdo de ZnO-NPs a partir de polimeros
naturais ja haviam sido sugeridas previamente (DARROUDI et al., 2013; DARROUDI et al.,
2014; FARDOOD et al., 2017). No trabalho de Darroudi e colaboradores (2014), a goma
arébica foi utilizada como um “biotemplate” para a formagdo de ZnO-NPs, a partir de um
método Sol-gel. Segundo os autores, o grande numero de hidroxilas presentes na estrutura da
goma facilita a complexacéo de cations Zn?*, em uma matriz molecular inicial. Esta estrutura
permite que a goma revista e estabilize as espécies de Zn e, finalmente as ZnO-NPs formadas,
enquanto inibe sua agregacéo excessiva e 0 crescimento do cristal.

A goma arabica apresenta uma estrutura muito semelhante a da GC, o que sugere que 0
mecanismo de formacdo das ZnO-NPs pela sintese realizada neste trabalho seja semelhante ao
sugerido pelos autores previamente citados. Entretanto, o processo de carboximetliagdo remove
parte das hidroxilas presentes na estrutura da GC, substituindo--as por grupos C=0. Esta
caracteristica, portanto, pode interferir na formacao e na estabilidade das ZnO-NPs sintetizadas
a partir de GCCM, o que explicaria a diferenca nos espectros das NPs formadas a partir das
diferentes gomas. A microscopia de forca atbmica (AFM) foi, portanto, utilizada para melhor
visualizacdo da forma, tamanho e distribuicdo das nanoparticulas. As imagens obtidas podem
ser observadas na Figura 13. A partir das imagens, realizou-se também o célculo da média de
tamanho das NPs formadas. Para tanto, imagens representativas da populagcdo de amostras
foram analisadas e os perfis das NPs extraidos. Os resultados estdo expressos como média +

desvio padrao, na tabela 2.
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Figura 13 - Imagens de microscopia de forca atdmica obtidas para (A) ZnO-NP1; (B) ZnO-NP2; (C) ZnO-
NP3 e (D) ZnO-NP4. A esquerda, observam-se imagens de altura e, a direita, o perfis tipicos, extraidos a
partir das nanoparticulas.
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Tabela 2 - Tamanho médio, em nandmetros, das ZnO-NPs, calculado a partir de imagens
obtidas por microscopia de forga atbmica.

Nanoparticula Média de tamanho + desvio padréo (nm)
Zn0O-NP1 54,3 +23
Zn0O-NP2 129 + 38,8
ZnO-NP3 35+17,9
ZnO-NP4 105 =68,7

A tabela mostra a média de tamanho das NPs, calculada a partir de imagens obtidas por
AFM. Nota-se que as NPs sintetizadas com menores proporc¢des de goma (ZnO-NP1 e ZnO-
NP3) apresentaram menor tamanho quando comparadas as amostras sintetizadas com maiores
concentracdes dos polimeros (ZnO-NP2 e ZnO-NP4). Entretanto, apesar do menor tamanho, o
valor de desvio padrdo das ZnO-NP1 e ZnO-NP3 permite inferir que a populacdo de NPs
encontra-se mais dispersa, indicando que maiores concentracdes de polimero, apesar de
formarem NPs de tamanho relativamente maior, contribuem para um maior controle da
formacgdo das ZnO-NPs, fornecendo uma populacdo mais homogénea. De fato, Soluchana e
colaboradores (2013) demonstraram em seu trabalho um papel fundamental da solugdo de goma
arébica na formacdo de ZnO-NPs. Segundo os autores, conforme as concentracfes de goma
aumentavam, mais homogéneas e mais estaveis tornavam-se as ZnO-NPs.

Segundo Gunalan, Sivaraj e Rejadran (2011), o tamanho e a forma das NPs, sua
constante dielétrica no meio em que estdo dispersas e os elementos adsorvidos as suas
superficies determinam suas caracteristicas no espectro. Varia¢des nestas caracteristicas podem
levar a um deslocamento na banda de absorgéo, que pode variar para comprimentos de onda
maiores ou menores. Neste sentido, a observacao deste comportamento no espectro de absor¢éao
UV-Vis das NPs pode ser uma interessante alternativa para acompanhar sua estabilidade.

As ZnO-NPs sintetizadas no presente trabalho foram avaliadas, portanto, quanto a sua
estabilidade em duas diferentes condi¢es. A Figura 14 mostra os resultados obtidos para os
espectros de absorcdo UV-vis das NPs quando armazenadas em solucdo, a uma temperatura de
10 °C e protegidas da luz.

No trabalho de Alem e colaboradores (2014), a estabilidade de ZnO-NPs em solugéo
também foi avaliada. Para o estudo, os autores prepararam uma solucdo a 0,25% de ZnO-NPs
estabilizadas com propilamina (2% e 4%) em cloroférmio e monitoraram seu comportamento

por espectroscopia do UV-Visivel. Os resultados encontrados demonstraram que suas NPs
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permaneceram estaveis por, aproximadamente 30 dias. Entretanto, os autores notaram um

continuo deslocamento da banda de absor¢éo caracteristica das ZnO-NPs, incialmente formada

em 330 nm, para comprimentos de onda ainda maiores, o que foi associado a possivel

continuacdo do crescimento ou a agregacdo das NPs. Observou-se ainda que estas alteracGes

foram mais discretas para as amostras sintetizadas com 4% de propilamina, indicando que uma

maior concentragdo do agente de revestimento melhora a estabilidade das NPs.

Figura 14 - Monitoramento da estabilidade das ZnO-NPs em solucéo por espectroscopia UV-Vis. (A) ZnO-
NP1; (B) ZnO-NP2; (C) ZnO-NP3; (D) ZnO-NP4. Em azul, rosa e preto, observam-se 0s espectros obtidos
um, dois e trés meses, respectivamente, apos o preparo da solugao.
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No presente trabalho, os resultados exibidos na Figura 14 permitem perceber que todas

as NPs sintetizadas permaneceram estaveis no primeiro més apds o preparo da solugéo,

sofrendo decaimentos de absorbancia e/ou deslocamentos de banda a partir do segundo més e

total auséncia da banda no terceiro més. Estes resultados mostram-se vantajosos frente aos

apresentados por Alem e colaboradores (2014), visto que a solu¢do aquosa preparada para as

ZnO-NPs neste estudo permaneceram estaveis por mais tempo do que o relatado.
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Para efeito de comparacdo, as ZnO-NPs foram também monitoradas 3 meses ap6s sua

sintese, diretamente a partir do pé obtido na sintese, mantido a temperatura ambiente, protegido

da luz e da humidade. Os resultados expressos na Figura 15 permitem perceber que, dentro do

periodo de 3 meses, todas as NPs permaneceram estaveis, indicando que esta forma de

armazenamento das ZnO-NPs apresenta-se vantajosa, do ponto de vista de estabilidade, quando

comparada ao seu armazenamento em solucéo.

Figura 15 - Acompanhamento da estabilidade das ZnO-NPs, armazenadas em p6, a temperatura ambiente, por
espectroscopia do UV-visivel. Os espectros mostram em (A) ZnO-NP1, (B) ZnO-NP2, (C) ZnO-NP3 e (D) ZnO-NP4.
As medidas foram realizadas logo ap0s e trés meses apds a sintese das NPs.
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Além disso, é possivel perceber também que o uso de maiores propor¢fes de goma

parece conservar a estabilidade das NPs por mais tempo, como evidenciado pela observacao

dos espectros referentes as ZnO-NP2 e ZnO-NP4 (17B e 17D), onde a banda néo sofreu

deslocamento e manteve morfologia semelhante. Estes dados corroboram as hipdteses

formuladas a partir da observacgéo dos resultados de AFM. Deste modo, pode-se concluir que o
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aumento nas proporcdes de GC ou GCCM melhora a estabilidade das nanoparticulas, por um
periodo de pelo menos 3 meses, quando armazenadas em pd, a temperatura ambiente e
protegidas da umidade.

A identificacdo de diferentes grupos funcionais e estruturas quimicas de uma amostra
pode ser realizada pela técnica de FTIR, por intermédio da analise do perfil de absor¢do de
ondas eletromagnéticas em diferentes frequéncias e intensidades (KHAN et al., 2016). Deste
modo, esta técnica foi utilizada para avaliar a composicao quimica das gomas utilizadas para a
sintese. Os resultados estéo representados na Figura 16.

Figura 16 - Espectros obtidos por espectroscopia do infravermelho com transformada de
Fourier para a Goma do cajueiro (vermelho) e para a Goma do cajueiro carboximetilada
(azul).
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O espectro encontrado para a GC mostra uma banda de absor¢do mais intensa na regido
de 3.402 cm?, associada a vibracdes de estiramento de ligaces O-H, e uma de menor
intensidade em 2.939 cm™, devido & vibragio de estiramento de ligagdes C-H. Podem-se notar

também bandas nas regides de 1.642 cm™, relacionada a vibragdes tesoura de ligagdes O-H,
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provenientes de moléculas de agua ligantes, 1.375 cm™ (ligagdes C-C), 1.144 cm™, 1.085 cm™,
e 1.030 cm™, devido ao estiramento de ligacdes C-O-C (derivadas do acido glicurdnico) e O-H
de alcoois ligantes (SILVA et al., 2009, PITOMBEIRA et al., 2015). O processo de
Carboximetilagio adicionou a estrutura da goma uma banda em 1.750 cm™, associada ao
estiramento das ligagfes C=0, adicionadas pela modificacdo (SILVA et al., 2010). Da mesma
forma, as ZnO-NPs produzidas também foram avaliadas pela técnica e os resultados estdo

expressos nas figuras 17 e 18.

Figura 17 - Espectros obtidos por espectroscopia do infravermelho com transformada
de Fourier para ZnO-NP1 (em azul) e ZnO-NP2 (em rosa).
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Figura 18 - Espectros Espectros obtidos por espectroscopia do infravermelho com
transformada de Fourier para ZnO-NP3 (em vermelho) e ZnO-NP4 (em verde).
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Segundo Khan e colaboradores (2016), os 6xidos de metais geralmente exibem bandas
de absorcdo na regido fingerprint do espectro, isto €, a regido abaixo de 1.000 cm™, relacionada
a vibracdes interatbmicas e que apresenta padrbes variaveis de molécula para molécula. As
bandas correspondentes ao estiramento Zn-O sdo, normalmente, encontradas nas regides a
partir de 500 cm™. Este fato deve-se a representacio do modo E;, caracteristico da estrutura
hexagonal (wurtzita) do ZnO (SHI et al., 2011; KHAN et al., 2016).

Neste trabalho, as peculiares bandas de absorcdo associadas ao ZnO podem ser
observadas nos espectros acima, apresentando-se fortemente intensas em 440 cm™. Outros
trabalhos relatam a presenca destas bandas em 434 cm™ (UMAR et al., 2009), 528 cm™
(GUNALAN, SIVARAJ, RAJEDRAN, 2011), 452 cm™ (SHI et al., 2011), 398 cm
(DARROUDI et al., 2014), 549 cm™ (JANAKI, SAILATHA, GUNASEKARAN, 2015), 541
cm? (FARDOOD et al., 2017) e 497 e 423 cm™ (SHAH, KOTNALA, 2017).

Nos espectros, é possivel ainda observar, em especial nas amostras ZnO-NP3 e ZnO-
NP4, a presenca de algumas bandas entre 1.400 cm™ e 3.500 cm™, que, segundo Darroudi e
colaboradores (2014), podem estar associadas a residuos de hidroxilas e carboxilato na amostra.

Os autores sugerem, ainda, que estes residuos podem ser removidos ao aumentar-se a
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temperatura de calcinacdo. Este resultado sugere que uma temperatura superior a utilizada neste
trabalho pode contribuir para a producéo de amostras ainda mais puras.

Para confirmar estas informacGes e avaliar a pureza de fase do cristal de ZnO das NPs
produzidas, utilizou-se entdo a técnica de Cristalografia de raios-X (DRX), cujos resultados

podem ser observados na Figura 19.

Figura 19 - Padrdo de Difra¢do de Raios-X encontrado para as ZnO-NPs sintetizadas
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A Figura 19 mostra, pelos resultados de 20, que todas as nanoparticulas apresentaram
estrutura wurtzita, com fase hexagonal. Este resultado por ser inferido a partir da presenca de
picos intensos e bem definidos em 31,00° 34,08° 36,19° e 56.56° no difratograma,
correspondentes as fases (100), (002), (101) e (110). Isto quer dizer que todos os valores de 26

encontrados para todas as nanoparticulas foram numericamente mais semelhantes com os picos
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de 26 tedricos para os cristais de ZnO puro, que para os cristais de Zn(OH), (BA-ABBAD et
al., 2017; ZHANG et al., 2017).

Entretanto, é possivel observar diferencgas entre as amostras produzidas com GC (ZnO-
NP1 e ZnO-NP2) e as amostras produzidas com GCCM (ZnO-NP3 e ZnO-NP4), sugerindo,
pela intensidade e definicdo dos picos, que o processo de formacdo das ZnO-NPs foi mais
eficiente quando usada GC (ZnO-NP1 e ZnO-NP2) como matriz. E importante ressaltar, porém,
que de modo geral todos os polimeros utilizados neste trabalho foram eficientes na produgéo
de ZnO-NPs, j& que os dados revelaram a formacgéo de cristais com uma Unica fase pura para
todos as concentracBes de goma utilizadas (SANTOS, FERREIRA, 2011).

De acordo com a funcdo de Lorentz, um bom difratograma é caracterizado por picos
com alto grau de resolucdo (pico afiado e estreito) e caudas estendidas. Portanto, 0s picos
obtidos no difratograma das ZnO-NPs permitem afirmar que, morfologicamente, trata-se de um
material cristalino monodisperso, estando em concordancia com a cristalizacdo no formato
wurtzita (DOROFEEV et al., 2012; ZHANG et al., 2017) independente do polimero de goma
do cajueiro utilizado.

A equacéo de Scherrer foi utilizada para calcular o tamanho do cristalito (Agarwal et
al., 2017, Dorofeev et al., 2012, Santos, Ferreira, 2011). O valor de K usado nos célculos de
tamanho dos cristais das ZnO-NPs foi 0,9, e depende da forma dos cristais produzidos durante
a preparacdo das nanoparticulas. O A usado para este teste foi 0,15406 nm, considerando a

radiacdo K,Cu utilizada. Os resultados encontrados estdo expressos na Tabela 3.

Tabela 3 - Estimativa do tamanho do cristalito de ZnO, obtida a partir da Equacéo de Scherer. Resultados
expressos em média + desvio padréo.

Amostra Tamanho do cristalito £ desvio padrédo (nm)
ZnO-NP1 315+24
ZnO-NP2 27,715
Zn0O-NP3 31,7+1,7
ZnO-NP4 288+26

E importante ressaltar, entretanto, que esta é uma medida aproximada, e ndo real, dos
tamanhos das ZnO-NPs, uma vez que a técnica de DRX mede o crescimento do cristalito. Zhang
e colaboradores (2002), por exemplo, sintetizaram nanoparticulas de 6xido de cério e relataram
dados concordantes entre os valores correspondentes as médias de tamanho do cristalito e a

média dos tamanhos das nanoparticulas obtidas por microscopia eletronica de transmissao.
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Porém, os autores comprovaram que 99% das nanoparticulas sintetizadas em seu trabalho eram
cristais unicos. Em contrapartida, no presente estudo, os dados obtidos para a média de tamanho
do cristalito discordam daqueles antes encontrados por AFM. Diante do exposto, pode-se inferir
que apenas o cristalito em si ndo constitui a nanoparticula como um todo. Neste caso, pode
haver a presenca de outros materiais (como materiais organicos, remanescentes dos polimeros
utilizados na sintese, por exemplo), que ndo sofrem difracdo e, portanto, ndo apareceriam neste

resultado.

5.2. Atividade antimicrobiana e biocompatibilidade

Agentes antimicrobianos fazem-se necessarios em diferentes setores e com diferentes
finalidades, seja para cuidados em salde, seja na industria alimenticia, téxtil ou de construgédo
(ZHANG et al., 2006). Os agentes antimicrobianos derivados de materiais organicos,
geralmente, sdo menos estaveis quando comparados aqueles derivados de materiais
inorganicos, principalmente quando submetidos a ambientes com altas temperatura e pressao
(SAWAI, 2003).

Neste trabalho, o potencial antimicrobiano das ZnO-NPs sintetizadas com GC e GCCM
foi avaliado contra bactérias e fungos. Para anlise da atividade antibacteriana in vitro, utilizou-
se a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para cepas Gram-positivas e
Gram-negativas. Os resultados estdo expressos na Tabela 4.

Pelos resultados obtidos € possivel observar que as ZnO-NP1 e ZnO-NP4 inibiram o
crescimento de todas as bactérias testadas. As amostras ZnO-NP2 e ZnO-NP3, por sua vez,
inibiram trés, das quatro cepas testadas.

Em todos os casos, entretanto, nota-se que as menores CIMs foram encontradas para
bactérias Gram-positivas, indicando que as amostras produzidas neste trabalho podem ser mais
efetivas contra estre grupo de bactérias. Estes resultados estdo em concordancia com o0s
reportados por Sirelkhatim e colaboradores (2015), que relatam valores de CIM equivalentes a
1.500 pg/mL para S. aureus e 3.100 pg/mL para E. coli, valores estes muito superiores aos
encontrados neste estudo. Semelhantemente, Yousef e Danial (2012) encontraram valores de 1
pg/mL para S. aureus e 5 pg/mL para K. pneumoniae, quando investigaram a atividade
antimicrobiana das ZnO-NPs sintetizadas em seu trabalho.

Varios outros estudos também corroboram estes achados. Divya e colaboradores (2017),
por exemplo, testaram, por difusdo em agar, ZnO-NPs revestidas com gelatina contra P.
aerouginosa e E. coli, relatando a formagéo de um maior halo de inibig&o para as primeiras, em

detrimento das segundas. O mesmo foi observado por Saha e colaboradores (2017), que
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relataram uma maior sensibilidade por parte de S. aureus as ZnO-NPs testadas, quando

comparadas a E. coli.

Tabela 4 - Atividade antimicrobiana das ZnO-NPs, obtida a partir da determinacéo da Concentrag&o Inibitéria Minima (CIM).
Dados expressos em pg/mL

CIM (pg/mL)
Bactérias ZnO-NP1 ZnO-NP2 ZnO-NP3 ZnO-NP4 Controle
Grame-positivas
Staphylococcus 125 62,5 > 1.000 62,5 <05
aureus
ATCC 29213
Staphylococcus 62,5 31,25 125 62,5 <05
epidermidis
ATCC 12228
Gram-negativas
Escherichia coli 250 >1.000 250 125 <0,5
ATCC 25922
Salmonella
enterica 500 500 500 500 <05
ATCC 1041

Os mecanismos pelos quais as ZnO-NPs promovem sua atividade antibacteriana ainda
ndo estdo totalmente elucidados. Entretanto, atribui-se este efeito a uma combinagdo de um ou
mais fendmenos, que, segundo Sarwar e colaboradores (2016), podem incluir:

(a) Efeitos mecanicos, que podem ocorrer devido a interacao fisica entre as ZnO-NPs e
a membrana da bactéria, o que pode levar a sua deformacao e/ou ruptura, além do bloqueio de
importantes canais idnicos. Ademais, NPs com tamanhos muito pequenos podem penetrar na
célula e, efetivamente, interagir com inumeros componentes celulares, causando estresse
oxidativo e, como consequéncia, danos proteicos € no DNA.

(b) Peroxidacdo lipidica da membrana por EROs, 0 que pode levar a ruptura da parede

e posterior extravasamento do conteudo celular.



59

(c) Dissolugao das NPs, resultando na producao de elevados niveis de ions Zn?* no meio
de cultura, que podem apresentar efeitos toxicos a bactéria

Além destes, outros fatores como o tamanho e a morfologia das NPs (PADMAVATHY,
VIJAYARAGHAVAN, 2008; KUMAR et al., 2016) e a natureza do micro-organismo — Gram-
positivo ou Gram-negativo — (DIMAPILIS et al., 2018) também parecem influenciar na acdo
antimicrobiana das ZnO-NPs.

Com o objetivo de observar o efeito das NPs sintetizadas no presente estudo diante das
bactérias testadas, realizaram-se imagens por AFM a partir da cepa mais afetada, que
corresponde a S. epidermidis, exposta & ZnO-NP2. As imagens obtidas podem ser observadas
na figura 20.

Figura 20 - Imagens obtidas por AFM, mostrando: (A) Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 controle e (B)
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, tratadas com ZnO-NP2, na concentracédo de 62,5 pg/mL (sub-MIC).

1.00 pm
0.00 pm




60

A Figura 20A mostra a morfologia da bactéria ndo tratada, ao passo que se pode observar
na Figura 20B a bactéria exposta as ZnO-NP2. Aparentemente, a célula ndo sofreu grandes
alteracdes morfologicas apds o tratamento com as NPs sintetizadas. O perfil de rugosidade das
bactérias também foi investigado a partir das imagens obtidas, com o objetivo de confirmar
possiveis altera¢cbes morfoldgicas que, eventualmente, poderiam ndo ser detectadas pela
simples observacdo da imagem. Os resultados encontrados ndo mostram diferencas
significativas na rugosidade média entre as células controle e tratadas, e podem ser melhor

observados no grafico 1.

Grafico 1 - Perfil de rugosidade média das bactérias analisadas.
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As bactérias controle apresentaram um valor médio de 40,9 nm para rugosidade, ao
passo que este valor para a célula tratada correspondeu a 46, 4 nm, 0 que mostra que, neste
aspecto, ambos o0s grupos encontram-se morfologicamente semelhantes. Estes resultados,
entretanto, eram de certa forma esperados, uma vez que a espessa camada de peptideoglicano
presente na parede celular de bactérias Gram-positivas fornece a este grupo uma estrutura muito
mais resistente. Eaton e colaboradores (2008) relataram resultados semelhantes ao fazer um
estudo dos efeitos antibacterianos da quitosana e de quito-oligossacarideos frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, onde as imagens realizadas também por AFM demonstraram
poucas altera¢cGes morfoldgicas nas primeiras em detrimento das segundas.

Um olhar mais cuidadoso, entretanto, tornou possivel observar o surgimento de
pequenas depressdes na superficie da bactéria tratada, possivelmente causado em decorréncia
de sua interacdo com as ZnO-NP2. Este efeito tornou-se evidente apos a analise dos perfis de

superficie das bactérias controle e tratadas, que estdo representados na figura 21.
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Figura 21 — Analise do perfil de superficie das bactérias, realizada a partir das imagens obtidas por microscopia de
forca atdmica mostrando (A) Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 controle e (B) Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 controle ap6s tratamento com ZnO-NP2

(A) (B)

0.9
— Perfil 1
— Perfil 2

— Perfil 1
— Perfil 2

o

0.8

N\,
N

AN

IEENENENI NN NS RERENE ANERENNEE|

0.6

ll\I\I\IIIIIILI\I\IIIIII\IIIJIHI\III\I‘IlIILI\I\IIIIII\IIIJIHI\IIIII\HIILIII ||l‘H|I\|I\II\Il\IIIII\IliIiIII\IIIIllIlill\I\II{IIHI\II\'IIIILIHI
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
X [um] X [um]

S ITETTTEIRI RERTRTRTR| RTRTRTRTTL [T RIRITA LRV RTRTATA IRURITATS
y [um]

A figura 21A mostra o perfil de superficie do controle em contraste com a figura 21B,
que mostra a mesma informacdo para a bactéria tratada. Os perfis demonstraram que a
superficie do controle apresenta-se mais uniforme, ao passo que depressdes variando de 150
nm a 250 nm de largura e 15 nm a 30 nm de profundidade surgiram apds o tratamento. Além
disso, os perfis também sugerem que as células tratadas apresentaram menor altura, quando
comparadas ao controle. Perfis semelhantes foram observados por Stoimenov e colaboradores
(2002), cujo estudo avaliou o potencial antimicrobiano de MgO-NPs contra E. coli, observando,
por imagens de AFM, que as bactérias também apresentaram depressées em sua superficie.

Ao estudar o efeito de ZnO-NPs contra bactérias Gram-positivas, da espécie S. aureus,
Raghupathi, Koodali e Manna (2011) sugeriram que, tanto a maior producdo de EROs quanto
a deposicao das NPs na superficie e/ou no interior da célula sdo mecanismos provavelmente
associados a inibicao do crescimento bacteriano, bem como a morte celular.

Os resultados obtidos pela determinagdo da CIM e pelas imagens de AFM mostraram
que as ZnO-NPs sintetizadas com GC e GCCM apresentaram potencial antibacteriano,
causando perturbagdes na célula. Entretanto, maiores investigaces fazem-se necessarias de
modo que se possa desvendar o mecanismo através do qual as ZnO-NPs promovem esta
atividade.

A atividade das ZnO-NPs sintetizadas no presente trabalho também foi avaliada quanto

ao seu potencial antifungico. Para acessar esta informacéo, realizou-se um screening, onde a
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suscpetibilidade de 9 diferentes espécies foi testada. Os resultados estdo expressos nas tabelas
5eb.

Tabela 5 - Atividade antifingica das ZnO-NPs sintetizadas, obtida pela determinacdo da concentracdo inibitoria
minima contra fungos leveduriformes. Dados expressos em ug/mL

CIM (pg/mL)
Fungos ZnO-NP1 ZnO-NP2 ZnO-NP3 ZnO-NP4 Controle
Candida albicans 500 500 500 500 0,5
ATCC18804
Candida krusei ATCC 250 500 250 62,5 0,12
6258
Candida parapsilosis 124 15,62 62,25 62,25 0,12
ATCC 22019
Candida tropicalis 1.000 1.000 1.000 1.000 0,5
ATCC 750
Cryptococcus
neoformans 1.000 1.000 1.000 1.000 0,125
ATCC 48189

Tabela 6 - Atividade antifungica das ZnO-NPs sintetizadas contra fungos filamentosos, obtida a partir da
determinagdo da Concentracdo Fungicida Minima. Dados expressos em ug/mL

CIM (pg/mL)
Fungos ZnO-NP1 ZnO-NP2 ZnO-NP3 ZnO-NP4 Controle

Aspergillus fumigatus

ATCC 13047 > 1.000 > 1.000 > 1.000 > 1.000 0,25

Fonsecaea pedrosoi

ATCC 46422 > 1.000 > 1.000 > 1.000 > 1.000 0,25
Sporothrix brasiliensis

ATCC 16042 > 1.000 > 1.000 > 1.000 > 1.000 0,25

Trichophyton
interdigitale 73727 >1.000 >1.000 >1.000 >1.000 0,12
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Pelo teste de susceptibilidade fungica foi possivel observar que as ZnO-NPs
apresentaram atividade seletiva para leveduras, com auséncia de inibicdo de crescimento para
todos os fungos filamentosos nas concentracfes testadas. Este comportamento, porém, nédo
parece ser regra para estas NPs. Jayaseelan e colaboradores (2012) estudaram a atividade de
ZnO-NPs sintetizadas por um método de decomposi¢cdo quimica e observaram a inibi¢cdo do
crescimento do fungo Aspergillus flavus, pelo método de difusdo em agar, com a formacdao de
um halo correspondente 19 mm. Li e colaboradores (2016), por sua vez, desenvolveram ZnO-
NPs para o revestimento de Bambu, com o objetivo de evitar a contaminagdo deste por
diferentes tipos de fungos. Os autores observaram que o revestimento com as ZnO-NPs
aumentou a resisténcia da madeira contra infec¢bes por Aspergillus niger e Trhichoderma
viride.

Entretanto, muitos estudos concentram-se na investigacdo do potencial antifingico de
ZnO-NPs contra leveduras, particularmente as do género Candida, visto que estas sdo
patdgenos humanos importantes, principalmente por seu comportamento oportunista, muito
associadas a infec¢bes nosocomiais (JAYASEELAN, et al., 2012; SHARMA, GHOSE, 2015;
DANAJAYAN et al., 2017; JOTHIPRAKASAM et al., 2017). Neste sentido, autores relatam
valores de CIM equivalentes a 75 pg/mL (DANANJAYA et al., 2017) e 400 ug/mL
(KARAMYIAN et al., 2015) para Candida albicans. Além disso, Jothiprakasam e
colaboradores (2017) também relataram a capacidade das ZnO-NPs em diminuir a aderéncia de
fungos da espécie Candida tropicalis a superficies, o que indica que estas NPs apresentam
também potencial antibiofilme.

Todas as ZnO-NPs produzidas no presente estudo foram capazes de inibir o crescimento
das leveduras testadas, porém, em diferentes concentracdes. Embora tenha havido inibicdo para
todas as espécies de Candida, a espécie mais atingida correspondeu a C. parapsilosis, mais
precisamente quando exposta a ZnO-NP2, apresentando uma CIM de 15,62 pg/mL.

Nos Ultimos dez anos, tem-se observado um aumento na incidéncia de infecgOes
fangicas causadas por espécies de Candida nao-albicans (ALENCAR et al., 2017; OKUNO et
al., 2018). Nestes casos, as espéecies do complexo Candida parapsilosis tém emergido como
uma das mais comuns. O estudo de Pffaler e colaboradores (2012) revelou que, de 18 espécies
de Candida identificadas a partir de isolados obtidos de um total de 3648 pacientes, 15,9%
correspondiam a C. parapsilosis. No Brasil, uma pesquisa conduzida por Alencar e
colaboradores (2017) mostrou que esta espécie prevalecia em 21,9% dos isolados clinicos

obtidos. Neste sentido, os resultados encontrados no presente estudo séo de grande importancia,
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visto que algumas cepas de C. parapsilosis encontradas em isolados clinicos tém apresentado
resisténcia aos antifangicos normalmente utilizados, o que aponta para a necessidade de novas
alternativas de tratamento (BASSETTI et al., 2013; ALENCAR et al., 2017).

Por este motivo, esta espécie foi selecionada para avaliacdo morfologica por AFM, de
forma semelhante ao que foi previamente realizado para S. epidermidis, com 0 mesmo objetivo.
A figura 22 representa as diferencas morfologicas observadas entre o0 micro-organismo controle
e o tratado, obtidas por AFM.

Figura 22 - Imagens obtidas por microscopia do forca atbmica, mostrando: (A) Candida parapsilosis ATCC 22019 controle
(sem tratamento) e (B) Candida parapsilosis ATCC 22019 ap06s tratamento com ZnO-NP2,
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Ao comparar-se a imagem do controle (figura 22A) com o micro-organismo tratado
(figura 22B), nota-se que a morfologia do fungo foi nitidamente afetada, apresentando desniveis
na membrana, sugerindo um aumento em sua rugosidade. Estas informagdes foram confirmadas
a partir da determinacdo da rugosidade média das células, cujos resultados podem ser

observados no grafico 2.
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Grafico 2 - Perfil de rugosidade média para C. parapsilosis, obtido a partir de

imagens por AFM
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Por esta andlise foi possivel confirmar que houve diferencas significativas entre a
rugosidade média de superficie do controle (90,5 nm) e do fungo tratado (198 nm). Além disso,
a imagem sugere que o fungo teve seu tamanho reduzido apds exposi¢do a ZnO-NP2. Estes
dados sugerem que a interacdo com as NPs pode levar a perturba¢cdes de membrana, com
posterior extravasamento de seu contetdo intracelular.

Resultados semelhantes foram relatados por Sharma e colaboradores (2010), que
sintetizaram ZnO-NPs por diferentes métodos e observaram sua a atividade contra fungos
Fusarium sp. Segundo os autores, o método de sintese, bem como a concentracao,
influenciaram na atividade antifingica. Foi possivel observar que a interacdo do fungo com as
NPs sintetizadas em seu trabalho também promoveu perturbacdes na membrana do fungo,
seguida de sua ruptura. Os autores associaram este efeito a uma possivel deficiéncia na
atividade enzimatica fangica, porém o mecanismo pelo qual esta atividade foi promovida nédo
foi totalmente esclarecido.

Kasemets e colaboradores (2009) sugeriram que a rigida parede celular das leveduras
poderia dificultar a captacdo das NPs para o interior da célula e, portanto, 0 mecanismo de a¢do
das ZnO-NPs diante desta classe de fungos deveria estar relacionada a produgdo de EROs e a
interacdo de ions metalicos toxicos com a superficie celular. Entretanto, o estudo realizado por
Dananjaya e colaboradores (2017), contradisse esta hipotese. No estudo, 0s autores relataram
atividade de ZnO-NPs revestidas com quitosana contra leveduras da espécie Candida albicans
e, para investigar seus efeitos na integridade de membrana do fungo, utilizaram ensaios com

lodeto de Propidio (IP). O IP é um corante impermeédvel a membrana, que apresenta



66

fluorescéncia vermelha. Ele apenas é capaz de penetrar na célula quando esta apresenta falhas
na sua integridade de membrana e, ao ligar-se aos &cidos nucleicos, sua fluorescéncia €
potencializada em cerca de 20 vezes. Como resultado, os autores observaram que as células do
controle, cuja membrana apresentava-se perfeitamente viavel, ndo apresentaram fluorescéncia
qguando expostas ao IP. As leveduras tratadas, em contrapartida, apresentaram forte
fluorescéncia vermelha quando analisadas por microscopia confocal de varredura a laser,
indicando que seu contato com as ZnO-NPs provocou, de fato, perturbacdes e,
consequentemente, danos a membrana da célula.

Apesar disso, assim como ocorre com o efeito antibacteriano, 0s mecanismos
responsaveis pela susceptibilidade de fungos as ZnO-NPs também permanecem obscuros. De
modo geral, a hipotese mais aceita segue sendo a liberacdo de EROs, como perdxido de
hidrogénio, anion superdxido, além de radicais e ions hidroxilas (SHARMA, GHOSE, 2015).
Além dos efeitos sugeridos por Sarwar e colaboradores (2016), previamente citados, Li e
colaboradores (2017) sugerem que o estresse oxidativo causado pela formacéo de radicais livres
a partir das ZnO-NPs podem causar, ainda, danos mitocondriais, principalmente por alteracdes
no potencial de membrana mitocondrial, além de suprimir a expressdo de enzimas
antioxidantes, responsaveis pelo equilibrio do estresse oxidativo na célula.

Independentemente do mecanismo, entretanto, as ZnO-NPs sintetizadas no presente
estudo, seja a base de GC, seja a base de GCCM, apresentam-se efetivas contra fungos
leveduriformes, e maiores investigacdes precisam ser feitas de modo a desvendar seu
mecanismo de acao.

Apesar de inimeros compostos, sintéticos ou naturais, apresentarem potencial
antimicrobiano, apenas alguns podem efetivamente ser utilizados para desenvolver novos
medicamentos. Isto se deve ao fato de que muitos destes compostos apresentam alta toxicidade
a células eucaridticas, o que deixa sua atividade antimicrobiana em desvantagem. Neste sentido,
0 uso de ZnO-NPs apresenta inimeras vantagens, principalmente devido ao fato de que o ZnO
corresponde a um material ecologicamente correto, fonte de minerais essenciais, além de exibir
alta atividade mesmo em baixas concentracdes (YOUSEF, DANIAL, 2012).

Com base nos resultados previamente expostos, pode-se concluir que as ZnO-NPs
sintetizadas neste trabalho apresentam potencial antimicrobiano contra bactérias e fungos.
Portanto, a sua atividade hemolitica foi avaliada com o objetivo de inferir sua capacidade de
causar toxicidade a células humanas. Para este fim, eritrécitos humanos foram coletados e
expostos a concentragOes de ZnO-NPs variando de 1.000 pg/mL a 15,62 pg/mL. Nenhuma das

concentracdes testadas apresentou atividade hemolitica, indicando que as celulas, quando
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expostas as ZnO-NPs nas concentragdes selecionadas, permaneceram viaveis. Estes resultados
sdo apresentados no gréfico 3, que representa o percentual de viabilidade de eritrécitos.

Gréfico 3 - Representacdo do percentual de viabilidade de eritrocitos para as ZnO-NPs
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No grafico, a representacdo em rosa corresponde a salina, utilizada como controle
negativo para hemolise. Em preto, representou-se o Triton X, utilizado como controle positivo
para hemolise. Pela representacdo, é possivel observar que todas as ZnO-NPs sintetizadas
apesentaram comportamento semelhante ao da salina, indicando que ndo houve efeitos
citotoxicos nas concentragdes testadas.

No trabalho de Das e colaboradores (2013), ZnO-NPs foram sintetizadas pelo método
de decomposicdo térmica e sua atividade hemolitica foi avaliada. Segundo os autores, as NPs
apresentaram aumento do percentual de hemolise de maneira proporcional ao aumento da
concentracdo utilizada, atingindo 8% de hemdlise em uma concentracdo correspondente a
5mg/ml. Na concentracdo de 1.000 pg/mL, os autores relataram um percentual de hemolise
equivalente a 2%. Neste caso, os resultados obtidos no presente trabalho apresentam-se em
vantagem, visto que, na mesma concentracao relatada pelos autores, as ZnO-NPs sintetizadas a
partir de GC e GCCM nao apresentaram citotoxicidade.

Uma comparacgdo entre o potencial hemolitico de ZnO-NPs sem revestimento e ZnO-
NPs sintetizadas com goma arabica associada a alginato de sodio (SAGA-ZnONPs), foi
realizada por Raguvaran e colaboradores (2017). As concentracdes testadas variaram de 2.000
png/mL a 250 pg/mL e os resultados encontrados apontaram que as ZnO-NPs sem revestimento
apresentaram atividade hemolitica apenas na maior concentracdo. Em contrapartida, as SAGA-

ZnONPs ndo apresentaram atividade hemolitica em nenhuma das concentragdes testadas,
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indicando que a associacdo destas NPs a polimeros naturais pode, ainda, reduzir sua
citotoxicidade.

Uma vez que o limite maximo de hemolise permitido para um material corresponde a
5% (DAS et al., 2013), € possivel concluir que as ZnO-NPs sintetizadas a base de GC e GCCM

apresentam-se seguras para potencias aplicacdes biomédicas.

5.3. Preparo de filmes automontados para deteccdo de Dopamina

A dopamina é um dos neurotransmissores catecolaminérgicos mais relevantes,
amplamente distribuida no sistema nervoso central de mamiferos e responsavel por inimeras
fungdes motoras e cognitivas (ZHANG et al., 2009). Baixas concentragdes de DA tém sido
associadas ao surgimento de diversas doencas neurodegenerativas, o que tem despertado
extenso interesse pela investigacdo de metodos sensiveis e seletivos para a sua deteccdo (ZHOU
et al., 2016).

No presente trabalho, o potencial das ZnO-NPs na producéo de filmes automontados
para a deteccdo de DA foi avaliado. As NPs produzidas foram solubilizadas em uma solucéo a
0,1% de GC (ZnO-NP1 e ZnO-NP2) ou de GCCM (ZnO-NP3 e ZnO-NP4), sonicadas por 30
minutos e utilizadas para a montagem dos filmes. Inicialmente, uma monocamada de ZnO-NPs
foi montada na superficie do ITO e seu comportamento eletroquimico foi avaliado por
voltametria ciclica, com o objetivo de observar a imobilizagdo e o efeito das NPs na resposta
do eletrodo. Estes resultados estdo expressos na figura 23.

Na figura 23A observa-se o potencial de oxirreducédo do ITO, no meio utilizado (PBS
0,1 M, pH 2), que se caracteriza por um processo de oxidacdo em 0,27 V e um processo de
reducdo em 0,18 V. A partir do momento em que os materiais foram imobilizados no eletrodo,
a resposta passa a ser caracteristica para agueles materiais. Como observado nas figuras 23B e
25C, as ZnO-NP1, ZnO-NP2 e ZnO-NP3 ndo demonstraram eletroatividade, uma vez que
exibiram um perfil de resposta muito semelhante aquela demonstrada pelo substrato néo
modificado. Apesar de apresentarem um discreto aumento e/ou deslocamento de corrente, este
comportamento pode estar atribuido ndo a presenca de eletroatividade, mas ao aumento da area
ativa na superficie do eletrodo, devido a presenca das ZnO-NPs adsorvidas ap6s a montagem
do filme (FARIAS et al., 2015).
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Figura 23 — Curvas de corrente versus potencial, obtidas por voltametria ciclica, mostrando os perfis eletroquimicos
de (A) ITO nao modificado, (B) ITO modificado com ZnO-NPs a base de GC e (C) ITO modificado com ZnO-NPs
a base de GCCM. Voltamogramas obtidos em PBS 0,1 M, pH 2,1,av =50 mV s,
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Ao mesmo tempo, ao observar-se a figura 23C, nota-se ainda que, ap6s a imobilizacéo
da ZnO-NP4 na superficie do ITO, algumas mudancas na resposta eletroquimica foram
identificadas. Estas mudancas estdo representadas basicamente pelo surgimento de um processo
oxidacdo proximo a 0,15 V e um de reducdo préximo a 0,13 V.

Matinise e colaboradores (2017) também relataram a presenca de um forte processo
redutivo ao estudar as caracteristicas eletroativas de suas ZnO-NPs imobilizadas em um
eletrodo de carbono vitreo. Segundo os autores, este processo pode estar associado a reducéo
do ZnO em Zn elementar, durante a varredura catddica, visto que neste momento existe a

necessidade da remocéao do O presente nas solucdes, o que resultaria em:

Zn—0+2H" + 2e" — Zn + 2H20
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Estas caracteristicas permitem inerir que a ZnO-NP4 apresenta-se mais reativa em
relacdo as demais NPs testadas e, portanto, foi selecionada para a montagem e caracterizacdo
dos filmes quanto a capacidade em detectar DA.

Ap0s esta etapa, analisou-se também a resposta da PANI imobilizada no ITO, bem como
em conjunto com as ZnO-NP4, em diferentes configuracdes, com o objetivo de investigar se a
sequéncia de montagem dos filmes possuiria alguma influéncia na resposta eletroquimica.
Nestes casos, todos os filmes foram montados com duas bicamadas, para que se pudesse
garantir um melhor recobrimento da superficie do substrato. Os resultados podem ser

observados na figura 24.

Figura 24- Curvas de corrente versus potencial, obtidas por voltametria ciclica, mostrando filmes contendo
duas bicamadas e comparando a sequéncia de adsorcdo dos materiais de interesse. Para efeitos
comparativos é mostrada a resposta de um filme bicamada de apenas PANI. Voltamogramas obtidos em
PBS0,1M,pH2,1,av=50mV s?
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A PANI é um polimero condutor amplamente utilizado na montagem de filmes para
sensoriamento. Ela pode ser encontrada em trés diferentes formas: (i) pernigranilina base (BPG)
(completamente oxidada); (ii) esmeraldina (SE) (50% oxidada, 50% reduzida) e (iii)
leucoesmeraldina (SLE) (completamente reduzida) (MATTOSO, 1996).

Na imagem é possivel observar, representada pela linha pontilhada preta e branca, o

perfil redox do filme bicamada ITO/PANI/PANI. As demais representacdes correspondem as
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diferentes configuragdes de montagem do filme, seja ITO/ZnO-NPs/PANI ou ITO/PANI/ZnO-
NPs. Com base nestes dados é possivel concluir que ndo houve diferenga de resposta entre o
filme ITO/PANI/PANI e os filmes montados nas diferentes configuragcbes com ZnO-NPs.

Em todas as montagens, durante a varredura direta, as interconversdes da PANI
puderam ser observadas: sua conversdo do estado SLE para SE, representada pelo potencial
aparente no grafico em 0,20 V e, no potencial de 0,52 V, a conversdo da PANI de SE para BPG.
Outro efeito interessante observado na figura corresponde ao surgimento de um processo de
oxidacdo em 0,40 V. Este processo ndo ocorre naturalmente durante as interconversdes da
PANI e, geralmente esta associado a sua degradacao acida, promovida pelo eletrélito de suporte
(PBS 0,1 M, Ph 2) utilizado (FARIAS et al., 2015). Apds intercalar a PANI com a ZnO-NP4,
observou-se que este processo em 0,4 V tornou-se menos evidente, indicando que as ZnO-NPs
podem desempenhar um papel protetor contra a degradacdo da PANI em meio &cido.

Alguns estudos, de fato, relatam que as ZnO-NPs em geral apresentam potencial
antioxidante (DAS et al., 2013; ZARE et al., 2017), porém, outras pesquisas demonstram ainda
gue a presenca de polissacarideos naturais também podem promover esta a¢éo protetora. Barros
e colaboradores (2012), por exemplo, relataram a reducdo do processo de oxidacdo da PANI
quando esta foi associada a GC no processo de montagem dos filmes. Além desta, outros
polissacarideos como a goma do angico (Anadenanthera macrocarpa) e a goma chichia
(Sterculia striata) (EIRAS et al., 2007) além de &gar e carragenana (FARIAS et al., 2015)
também apresentaram comportamento semelhante. Estas informacdes permitem inferir que
tanto as ZnO-NPs em si como os polimeros utilizados para sua sintese e/ou estabilizacdo podem
promover o efeito protetor a PANI, evitando sua degradacdo em meio &cido.

O préximo passo consistiu na avaliagdo da capacidade dos filmes montados em detectar
DA. Para tanto, preparou-se uma solugio mae de DA, em uma concentracio de 1x103 M, que
serviu como solucdo de partida para o teste. Apés cada varredura, 100 puL desta mesma solugédo
eram acrescidos a célula eletrolitica, de modo a aumentar gradualmente a concentragdo de DA
e, consequentemente, observar as possiveis mudancas comportamentais dos filmes em sua

presenca. Os testes foram realizados para o ITO ndo modificado e para todos os filmes
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produzidos (ITO/ZNO-NPs; ITO/PANI/PANI; ITO/PANI/ZnO-NPs; ITO/ZnO-NPs/PANI),
montados em bicamadas. Os resultados obtidos estdo expostos na figura 25.

Figura 25 — Voltamogramas ciclicos mostrando a influéncia da composicéo do filme LbL na resposta eletroquimica de
deteccéo de DA. A) mostra a resposta do filme de ITO/ZnONPs, onde o insert mostra a resposta apenas do ITO, B)

ITO/PANI/PANI, C)

ITO/PANI/ZNONPs e D)

Voltamogramas obtidos em PBS 0,1 M, pH 2,1, av =50 mV s,
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Na figura 25A é possivel observar o comportamento do filme ITO/ZnO-NPs, em

contraste com o comportamento do ITO ndao modificado (insert), quando expostos a diferentes

concentracdes de DA. Apesar de notarem-se discretos aumentos de corrente, proporcionais ao

aumento da concentracdo do neurotransmissor em solucdo, ndo se pode concluir que este

comportamento estd associado a capacidade do filme em detectar DA. Este fato pode ser

concluido ao confrontar-se o comportamento do ITO ndo modificado quando exposto as

mesmas condi¢Oes, demonstrando os mesmos aumentos de corrente. Isto ocorre devido ao fato
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de que a DA, por si s0, possui eletroatividade e tende a sofrer oxidagdo em potenciais mais
elevados, neste caso, mais precisamente, préximos a 0,8 V (BARROS et al., 2012).

Isto quer dizer que ndo ha diferencas entre a deteccdo de dopamina pelo ITO ndo
modificado e pelo filme ITO/ZnO-NPs, demonstrando que esta configuracdo ndo poderia ser
utilizada para sensoriamento.

Semelhantemente, observam-se, na figura 25B, os resultados obtidos para o filme
ITO/PANI/PANI, submetido as mesmas condicGes. Apesar de os aumentos de corrente
apresentarem-se mais intensos do que os observados para o ITO ou para o filme ITO/ZnO-NPs,
ndo houve mudanca de comportamento por parte daquele filme conforme as concentracgdes de
DA no meio aumentaram, o que também refuta a possibilidade do seu uso como sensor, visto
que ele ndo foi capaz de detectar diferentes concentracdes do analito.

Em contrapartida, ao observar-se o comportamento dos filmes montados a partir da
associacao da PANI as ZnO-NPs, evidenciado na figura 25C e 25D, pode-se notar um aumento
no pico de corrente em funcdo do aumento da concentracdo de DA no meio. Este aumento
comeca a ser percebido em um potencial de, aproximadamente, 0,58 V. Este efeito se da,
provavelmente, em decorréncia da interacdo entre a PANI e as ZnO-NPs, uma vez que,
individualmente, nenhum destes itens foi capaz de detectar a DA de maneira satisfatoria.
Ademais, esta associacdo parece deslocar a detecgdo da DA para potenciais menores (de 0,8 V
para 0,58 V), 0 que pode ser visto também como uma vantagem no ponto de vista do
desenvolvimento de sensores.

Quando se realiza, entretanto, uma comparacdo entre as duas configuragdes, é possivel
notar que a ordem de montagem afeta a eficiéncia de detec¢do da DA. Pode-se chegar a esta
conclusdo ao observar, na figura 25D, que o filme ITO/ZnO-NPs/PANI demonstrou um
aumento no pico de corrente mais nitido quando comparado ao filme ITO/PANI/ZnO-NPs,
mostrado na figura 25C. Foi possivel perceber que, levando-se em consideracdo a leitura na
regido de 0,58 V, o primeiro filme apresentou um aumento de corrente de cerca de 90,3% apds
a adicdo de 400 uM de DA, ao passo que o segundo apresentou um aumento de, apenas 35,9%.
Logo, a configuracdo 1TO/ZnO-NPs/PANI mostrou-se a melhor dentre as testadas para
deteccdo da DA e, portanto, foi selecionada para maiores caracterizagoes.

Todos os filmes utilizados para as investigacbes previamente realizadas foram
confeccionados a partir da montagem de duas bicamadas, como forma de assegurar um melhor

revestimento da superficie do eletrodo e, portanto, resultados mais fidedignos. Apos selecionar
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a melhor configuracdo para a detec¢do da DA, a influéncia do nimero de bicamadas foi,
também, avaliada. Os resultados podem ser observados na figura 26.

Figura 26 - Influéncia do nimero de bicamadas do filme de ITO/(ZnONPs/PANI)n na deteccdo de DA. A) mostra
voltamogramas ciclicos comparando a corrente registrada para este filme, contendo 1, 2 ou 3 bicamadas na auséncia
de DA. B), C), e D) mostram, respectivamente, a reposta do filme de 1, 2 e 3 bicamadas na presenca de 400 pM de
DA.
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A figura 26 A mostra o comportamento eletroquimico dos filmes preparados com uma,
duas e trés bicamadas de ITO/ZnO-NPs/PANI. O aumento de corrente proporcional ao aumento
do numero de bicamadas, notado na figura, deve-se a deposicdo de espécies eletroativas na
interface do eletrodo (PINTO, 2016). Para avaliar a influéncia do nimero de bicamadas na
deteccdo da DA, todos os filmes (1, 2, ou 3 bicamadas) foram expostos as mesmas condicdes,
na presenca de iguais concentracdes de DA (400 uM) e o aumento de corrente em 0,58 V foi
avaliado por meio da comparacao entre os valores obtidos para 0 e 400 uM de DA. O percentual
correspondente ao aumento de corrente em 0,58, para os diferentes nimeros de bicamadas estdo

expressos na tabela 7.
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Tabela 7 - Percentual de aumento de corrente em fungo do aumento de concentragdo de DA

NUmero de bicamadas Aumento da corrente em
ITO/(ZNONPs/PANIn 0,58 V (%)

1 108,7

2 90,2

3 62,2

Apesar de o processo de oxidacdo da DA tornar-se mais evidente conforme o nimero
de bicamadas aumenta, como pode ser observado na figura 26D, o0 aumento de corrente em 0,58
V é consideravelmente maior quando os filmes sdo montados apenas com uma bicamada, como
mostra a tabela. Estas informacGes permitem inferir que, para a confeccdo de um sensor, a
montagem do filme com apenas uma bicamada parece ser mais vantajosa, visto que oferece um
aumento de corrente com maior intensidade, além reduzir o tempo e a quantidade de material
gastos para a montagem do sensor.

Portanto, a partir dos resultados obtidos é possivel concluir que uma provavel interacdo
entre a PANI e as ZnO-NP4 sintetizadas no presente estudo permite a detecgéo efetiva de DA.
A configuracdo, bem como o nimero de bicamadas utilizadas para montagem do filme, também
exercem influéncia na deteccdo do neurotransmissor, tendo sido constatado que um filme
montado com 1 bicamada, na configuracdo ITO/ZnO-NP4/PANI apresentou maior eficiéncia
para 0 sensoriamento. Logo, conclui-se que os filmes montados no presente trabalho
apresentam potencial aplicagdo como sensor para DA. Entretanto, maiores investigacoes
fazem-se necessarias de modo que se possa avaliar a morfologia e a seletividade dos filmes

produzidos.
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6.0 CONCLUSAO

No presente trabalho, ZnO-NPs foram sintetizadas utilizando-se GC e GCCM como
biotemplates. A sintese foi realizada por um método sol-gel, resultando em NPs com tamanhos
variando entre 54 e 129 nm, como observado a partir das imagens obtidas por AFM. A
caracterizag&o por espectroscopia do UV-visivel revelou a formacéo de bandas de absorc¢éo em
376 nm e 378 nm, ao passo que os resultados de FTIR demonstraram uma banda com forte
absorcdo em 440 cm™. Os resultados de DRX demonstraram que as ZnO-NPs apresentaram
absorcéo em 31,00°; 34,08°; 36,19° e 47,36°, cujos cristalitos apresentaram tamanhos entre 27,7
nm e 31,7 nm, confirmando a formacdo de ZnO pelo método utilizado. Todas as NPs
sintetizadas apresentaram potencial antimicrobiano contra bactérias e fungos, com destaque
para a amostra ZnO-NP2, que apresentou CIM de 31,25 pg/mL para S. epidermidis e 15,62
Mg/mL para C. parapsilosis. Além disso, os testes eletroquimicos apontaram que a amostra
ZnO-NP4, associada ao polimero condutor PANI, é capaz de detectar o horménio
neurotransmissor DA, apresentando potencial aplicacdo para sensoriamento. Entretanto,
maiores investigacdes fazem-se necessarias para que se possa descobrir 0 mecanismo
responsavel pela atividade antimicrobiana das ZnO-NPs, bem como para caracterizar e avaliar
a sensibilidade e seletividade dos filmes produzidos para a deteccéo da DA.
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7.0 PERSPECTIVAS

Investigar o possivel mecanismo envolvido na atividade antimicrobiana das ZnO-NPs
sintetizadas;

Caracterizar o filme ITO/ZnO-NP4/PANI por Microscopia de Forca Atémica;
Caracterizar o filme 1ITO/ZnO-NP4/PANI por espectroscopia do UV-Visivel

Avaliar a estabilidade do filme ITO/ZnO-NP4/PANI

Avaliar a sensibilidade do filme ITO/ZnO-NP4/PANI;

Avaliar a seletividade de filme ITO/ZnO-NP4/PANI a DA, em meios contento possiveis

interferentes
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