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RESUMO

Neste trabalho, os carbon dots (CDs) foram funcionalizados com o peptideo ecPis-4s, com o
objetivo de obter um (bio)nanomaterial com propriedades antioxidantes e antibacterianas,
para futuras aplicacdes relacionadas a interacdes peptideo-membranas celular. Os CDs foram
preparados a partir de reacdes de desidratacdo e oxidacdo dcida do biopolimero celulose. A
metodologia utilizada foi escolhida devido & possibilidade de obtencido de nanoparticulas com
alta concentragao de grupos funcionais oxigenados, que serdo uteis para o ligacdo do peptideo
antimicrobiano ecPis-4s nanoparticulas. A funcionalizacdo dos CDs foi realizada através da
reacdo dos grupos carbonila e/ou hidroxila com o grupo amino ou amdnio do peptideo por
meio da ativacdo destes grupos usando 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC)
e acetato de etil-2-ciano-2-(hidroxiimino)(Oxyma pure®). Os materiais obtidos foram
caracterizados com diferentes técnicas, incluindo Ressonancia Magnética Nuclear de
hidrogénio (RMN 'H), espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR- do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy) e potencial zeta. Apds a
funcionalizacdo com o peptideo, o potencial zeta das nanoparticulas de CDs passou de -50,5
mV para -23,4 mV, sugerindo o consumo de alguns grupos funcionais negativamente
carregados, como os carboxilicos, em pH inferior a 6. Nos espectros no infravermelho e de
RMN !'H dos CDs funcionalizados, apés purificacdo, pdde-se observar bandas caracteristicas
de ambos os compostos. Destaca-se, por exemplo, as absorcdes em 1360 e 1050 cm, a
primeira observada somente no espectro do CDs e a segunda bem definida no espectro do
peptideo. Em adicdo, observa-se a presenga do grupo funcional amida por meio das absorcdes
em 1638 e 1560 cm™. Além dessas observagdes, a funcionalizacio pode ser indiretamente
relacionada ao estreitamento da absor¢cdio em 3340 cm™! (v O-H), o que sugere uma
diminui¢do das ligacdes de hidrogénio na amostra de CDs apds a reacdo. Se, por um lado, as
nanoestruturas funcionalizadas n3o apresentaram atividade antioxidante, por outro, 0s
resultados da atividade antimicrobiana in vitro, mostraram que as nanoparticulas
funcionalizadas sdo capazes de inibir o crescimento bacteriano similarmente ao ecPis-4s para
Staphylococcus aureus ( S. aureus), e Escherichia coli (E. coli), mostrando que elas podem
inibir tanto o crescimento de bactérias Gram-positivas quanto Gram—negativas. Este resultado
estd diretamente relacionado a conformacdo em o-hélice do peptideo covalentemente ligado a
superficie dos CDs, como mostrado pelos resultados obtidos por dicroismo circular em meio
mimético de membranas.

Palavras- chaves: carbon dots, funcionalizacdo covalente, peptideo antimicrobiano, ecPis-4s,

antioxidante.






ABSTRACT
Carbon dots (CDs) were functionalized with the ecPis-4s peptide, with the objective of
obtaining a (bio)nanomaterial with antioxidant and antibacterial properties and future
applications related with peptide-cell membrane interactions, such as biomarkers. The CDs
were prepared from acid dehydration and oxidation reactions of the cellulose biopolymer.
This methodology was chosen because, it allows the obtainment of allows the obtainment of
nanoparticles with a high concentration of oxygenated functional groups, which are be useful
for the binding of the antimicrobial peptide ecPis-4s on the nanoparticle. The
functionalization of the CDs was performed through the reaction of the carboxyl and hidroxil
groups (CDs) with the amino group of the peptide through the activation of carboxyl and/or
OH groups using 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDAC) and ethyl-2-
cyano-2- (hydroxyimino) acetate (Oxyme Pure®). The materials obtained were characterized
through different techniques, including proton Nuclear Magnetic Resonance of hydrogen ('H
NMR), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and zeta potential. After the
functionalization with the peptide, the zeta potential of the CD nanoparticles changed from -
50.5 mV to -23.4 mV, suggesting the consumption of some negatively charged functional
groups, such as carboxy, at a pH below 6. In the FTIR and 'H NMR spectra of the
functionalized CDs, after purification, characteristic bands of both compounds were observed.
For example, the absorptions at 1360 and 1050 cm’, the former observed only in the
spectrum of the CDs and the latter well-defined in the spectrum of the peptide. The presence
of the amide functional group is observed through absorptions in 1638 and 1560 cm™. In
addition to these observations, the functionalization can be also indirectly related to the
narrowing of absorption band around by 3340 cm™ (v O-H), which suggests a decrease in
hydrogen bonds in the sample of CDs after the reaction. If, on the one hand, the
functionalized nanostructures did not show antioxidant activity, on the other, the results of the
antimicrobial activity, in vitro, showed that the functionalized nanoparticles are capable of
inhibiting bacterial growth similary to ecPis-4s for Staphylococcus aureus (S. aureus), and
Escherichia coli (E. coli), showing that they can inhibit growth with both Gram-positive and
Gram-negative bacteria. This outcome is directly related to the a-helix conformation of the
peptide covalently attached to the surface of the CDs, as shown by the results obtained with

circular dichroism in a membrane mimetic medium.

Keywords: carbon dots, covalent functionalization, antimicrobial peptide, ecPis-4s,

antioxidant.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de superficies e materiais com propriedades antimicrobianas é
cada vez mais necessdrio para garantir a seguranca alimentar e cuidados com a saide
(HASAN, CRAWFORD e IVANOVA, 2013) (SOFI, SINGH, et al, 2018) (ADLHART,
VERRAN, et al., 2018). Por outro lado, devido ao crescimento da resisténcia aos antibidticos,
a pesquisa de novas abordagens para o tratamento de infeccdes bacterianas € urgentemente
necessaria e torna-se um dos maiores desafios da medicina moderna (MELA e KAMINSKI,
2020).

Dentre as diversas abordagens investigadas para superar esses desafios, o
desenvolvimento de nanoestruturas com essas propriedades ¢ um fator chave (MUNIR,
AHMED, et al., 2020), uma vez que podem ser utilizadas diretamente em superficies, como
cargas na preparacdo de nanocompdsitos poliméricos para o desenvolvimento de embalagens
e “entrega” de maneira precisa e direcionada, agentes antimicrobianos existentes
potencializando seus efeitos terapéuticos (ABDOU, WANG, et al., 2020).

Os carbon dots (CDs) sdo uma das mais recentes classes de nanoparticulas (< 10
nm) fluorescentes, de baixa toxicidade, biocompativeis, soliveis em dgua e que, portanto,
podem ser utilizados em diferentes aplicacdes bioldgicas. Outra vantagem dos carbon dots € a
possibilidade de utilizacdo de métodos de sintese simples a partir de moléculas precursoras de
baixo custo. Um exemplo de precursor barato, abundante e renovavel € a celulose (SOUZA,
MESQUITA, et al., 2016).

Existem diversos métodos para a sintese de CDs, sendo eles classificados em duas
abordagens Top-down e Bottom-up. O método Top-down inicia-se com um material precursor
e, durante o processo, hd uma reducdo das particulas de carbono em particulas menores em
escala nanométrica, tais como o método de ablacdo a laser (GONCALVES, JORGE, et al.,
2010) e esfoliacdo eletroquimica a partir de uma fonte de grafite (SUN, ZHOU, et al., 2006).
Por outro lado, na metodologia Bottom-up os atomos sdo reorganizados e reunidos para
formacdo de nanoestruturas, tais como oxidacdo térmica dos precursores moleculares
adequados (BOURLINOS, BAKANDRITSOS, et al., 2012), desidratacdo de hidratos de
carbono usando acido sulftirico concentrado (SOUZA, CAMINHAS, et al., 2018), métodos
solvotermais, a partir dos quais sd@o obtidas nanoparticulas de carbono com alto rendimento
quantico, ou seja, elevada eficiéncia na emissao da fluorescéncia (WANG, CAO, et al., 2010)

e aquecimento em forno de micro-ondas (ZHU, WANG, et al., 2009).
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As propriedades dos carbon dots podem ser modificadas, principalmente, por
meio da dopagem, passivacdo e funcionalizacdo. A funcionalizacdo é um método de
modificacdo dos grupos funcionais presentes na superficie de nanoparticulas. Um exemplo
dessa estratégia € a formacdo de uma ligacdo covalente que pode ser alcangada usando
diferentes tipos de agentes de acoplamento. A escolha do reagente de acoplamento deve levar

em consideracdo os grupos funcionais presentes na superficie das nanoparticulas ou na

molécula (NAMDARI, NEGAHDARIB e EATEMADI, 2017).

Neste trabalho, utilizou-se a funcionaliza¢do da superficie dos carbon dots com
peptideo ecPis-4s por meio da ativacdo dos grupos carboxilicos e posterior reacdo com o
grupo amino do peptideo. Alguns estudos t€ém mostrado que a funcionalizacdo de
nanomateriais com antimicrobianos ativos pode potencializar a efici€éncia destes compostos
(ALVES e PEREIRA, 2014). Um estudo realizado por Torres e colaboradores mostrou a
sintese de nanoparticulas de alumina modificadas com 3-aminopropiltrietoxisilano que foram
funcionalizadas com um andlogo do peptideo antimicrobiano BP100. Embora a
nanobioestrutura tenha apresentado um grau relativamente baixo de funcionalizacdo, as
atividades antibacterianas observadas contra as cepas de Escherichia coli e Salmonella
typhimurium foram apreciavelmente maiores do que as atividades do peptideo livre
(TORRES, BRAGA, et al., 2018). J4 Chaudhari e colaboradores prepararam nanotubos de
carbono de parede unica revestidos com prata (SWCNTs-Ag) e funcionalizaram com um
peptideo antimicrobiano, o TP359. Os autores mostraram que as concentragdes inibitorias
minimas (MIC) das nanoestruturas funcionalizadas eram muito menores e elas ndo eram
toxicas para as células eucaridticas quando comparadas ao SWCNTs-Ag (CHAUDHARLI,
ASHMORE, et al., 2016).

Os peptideos antimicrobianos sdo um campo interessante de pesquisa, tendo em
vista o seu potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos, devido ao seu amplo
espectro de atividade. Ressalta-se também o fato de que os peptideos podem dificultar o
surgimento de resisténcia antimicrobiana (SHARMA, SINGH e RANA, 2011 ), pois t€ém
como alvo os componentes lipidicos na membrana dos patdgenos invasores por meio de
interacOes que geram perturbacdes, desorganizacdo ou até desestruturacdo da bicamada
lipidica causando a lise celular desses agentes infecciosos (MANSOUR, PENA e HANCOCK
R.E, 2014).

O ecPis-4s € um peptideo antimicrobiano pertencente a familia das piscidinas, que

sdo isoladas de espécies de peixes que, em geral esses peptideos apresentam estruturas com
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carater catidnicas, a-helicoidais (comum em estruturas peptidicas) e elevada anfipaticidade.
Esses peptideos apresentam uma alta propor¢do de aminodcidos bésicos, o peptideo ecPis-4s
foi isolado de tecidos e células sanguineas do peixe da espécie Epinephelus coioides, é
constituido por 22 residuos de aminodcidos (FFRHIKSFWKGAKAIFRGARQG-NH,) e,
segundo Zhuang e colaboradores, apresenta uma forte atividade antibacteriana, contra as
cepas de bactérias Escherichia coli ( E. coli) e Staphilococcus aureus (S. aureus), atividade
antifingica e baixa atividade hemolitica (ZHUANG, YANG, et al., 2017). Logo, esses
peptideos sdo considerados bons candidatos para utilizacdo como agentes terapéuticos
alternativos, uma vez que nio atuam apenas sobre um alvo especifico (ALVES e PEREIRA,

2014).

Devido ao fato de os carbon dots possuirem propriedades promissoras para se
tornarem agentes antibacterianos, eles podem ser utilizados em aplicacdes biomédicas, uma
vez que ha diversas e recentes revisdes sobre a atividade antibacteriana dos CDs, nos quais
varias dessas abordagens envolveram reagdes mediadas por espécies reativas de oxigénio,
para inibicdo do crescimento de microrganismos (SUN, WUA, et al., 2021), (LIN, TSAI, et
al.,2019).

Dentro desse contexto, o presente trabalho mostra o estudo da sintese de carbon
dots a partir da celulose de algodao e a funcionalizacdo dessas nanoparticulas com peptideo
ecPis-4s. A funcionaliza¢do proposta € uma alternativa a reagao tradicional que usa cloreto de
tionila na formacdo de amidas a partir de dcidos carboxilicos e aminas. Neste trabalho, a
reacdo foi realizada por meio da ativacdo dos grupos carboxilicos presente na superficie dos
CDs usando como reagentes o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC) e acetato
etil-2-ciano-2-(hidroxiimino), e posterior formacdo de ligagcdes amidicas entre os CDs e o
peptideo. Essa funcionalizacdo dos CDs com o peptideo ecPIS-4s foi caracterizada com
diferentes técnicas incluindo Ressonincia Magnética Nuclear de 'H (RMN 'H), FTIR e
potencial zeta. Além disso, foram analisadas as propriedades Opticas desses materiais por
meio de técnicas de absorcdo e fotoluminescéncia na regido do UV-vis, bem como a atividade
antimicrobiana in vitro em cepas de para S. aureus (Gram-positiva), e E. coli (Gram-

negativa).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Carbono

O carbono é um dos elementos quimicos mais abundantes na natureza e de
importancia fundamental para a vida na Terra. Este elemento pode ser encontrado em diversas
formas alotrépicas (Figura 1) como o grafite, grafeno, nanotubos, fulerenos ou amorfo, como
no carvao mineral. Nos ultimos anos, a familia de nanomateriais a base de carbono tem se
destacado devido ao seu potencial de uso em intmeras aplicacdes, tais como nano
compdsitos, eletrOnica, armazenamento e conversdo de energia, catdlise, sensores e
bioimageamento (ZHANG!, ZHANG?, et al., 2012) (KARFA, DE e MADHURI, 2018).

Entre as principais descobertas de alétropos de carbono, ou melhor, de
nanomateriais de carbono, encontra-se: o fulereno. Este aldtropo de carbono apresenta uma
estrutura semelhante a uma esfera formada por anéis de 5 a 7 4&tomos de carbono de carbono,
desse modo, os carbonos continuam unidos por fortes hibridizacao sp2 (KROTO, HEATH, et
al., 1985). Os nanotubos de carbono sdao formados de uma estrutura de parede tinica contendo
atomos de carbono organizados em forma tubular, de 3 a 10 nm, podendo apresentar
propriedades metdlicas ou semicondutoras (IIJIMA , 1991). J4 o grafeno é uma das
formas cristalina do carbono e possui uma estrutura com anéis hexagonais com &atomos
individualmente distribuidos, que formam uma fina camada de carbono. E, por fim, os dots ou
nanodots de carbono que foram observados pela primeira vez em 2004, e posteriormente,

denominada como carbon dots (XU, RAY, et al., 2004).

Figura 1- Nanomateriais de carbono

Fulereno

Grafeno

Nanotubos

Fonte: Zhu et al. (2015). Adaptada.

Tuerhong e colaboradores definem nanodots de carbono como particulas em

escala nanométrica que apresentam diversas propriedades que podem depender do tamanho e
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estrutura, sendo divididos em trés categorias principais: Carbon Nano Dots ou Carbon Dots,
Carbon Quantum Dots e Grafeno Quantum Dots (Figura 2). Desse modo, os Grafenos
Quantum Dots sdao constituidos por um disco de grafeno com didmetro entre 2 e 20nm,
enquanto os Carbon Quantum Dots sdo pontos quanticos esféricos, obtidos a partir de outros
nanomateriais a base de carbono com estrutura cristalina ou de precursores organicos, que

apresentam propriedades dependentes do tamanho (TUERHONG, XU e XUE-BO, 2017).

Figura 2- Categorias principais de Nanodots de carbono

Nanodots fluorescente de carbono

&Carbon Carbon Grafeno
anodots Quantum Quantum
Dots dots

Fonte: TUERHONG, XU e XUE-BO, (2017). Adaptada.

2.2 Os carbon dots

Os carbon dots (CDs) foram descobertos em 2004 durante a produgdo e
purificagdo de nanotubos de carbono realizada por Xu et al.( 2004). A técnica utilizada foi a
descarga por arco que consistiu, basicamente, na geragdo de um arco elétrico entre dois
eletrodos de grafite em um elevada temperatura (maior que 3000 °C). Essa produgdo levou a
vaporizacdo do carbono do a4nodo e deposicdo deste material sobre o catodo. Apds a
purificacdo por meio da técnica de eletroforese em gel (aplicacdo de uma diferenca potencial
em uma placa de gel com polo positivo e negativo que separa particulas de acordo com a
velocidade de migracdo) os pesquisadores identificaram uma mistura de nanoparticulas e
impurezas com propriedades fluorescentes dependentes do tamanho, ao término da andlise
dessas impurezas, 0s autores as relataram como “nanomateriais interessantes” (XU, RAY, et
al., 2004). Esses nanomateriais interessantes fluorescentes foram posteriormente denominados

como pontos de carbono (do inglés carbon dots).

Desde a descoberta dos CDs, diversos grupos de pesquisa tém preparado e
estudado esse nanomaterial (BAKER e BAKER, 2010). Isso fez com que nos udltimos anos
muitos progressos fossem alcancados com relacdo aos métodos de sintese, propriedades,

modificagdes e aplicacdes (CHEN, LIU, et al., 2019).
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Os CDs, em geral, podem ser particulas com morfologia quase esféricas com

tamanho médio obtido em escala nanométrica. Além disso, sdo constituidas majoritariamente
4 . P ~ 2 3 ~ ., .

por atomos de carbono com hibridizacdo sp” e sp’ em propor¢des varidveis e podem

apresentar dominios cristalinos e ndo cristalinos bem como diversos grupos funcionais em

propor¢des que variam de acordo com o método de obtencdo e o precursor empregado (SUN,

ZHOU, et al., 2006).
2.3 Propriedades dos Carbon Dots

Os CDs apresentam diversas propriedades interessantes, como a luminescéncia, alta
solubilidade em 4gua, baixa toxicidade, facil modificacdo, biocompatibilidade e boa
estabilidade quimica e fotoquimica, além do fato de poder ser sintetizado por um baixo custo
(WANG e HU, 2014).

As propriedades Opticas sdo uma das propriedades mais fascinantes dos CDs. Essas
propriedades sdo conhecidas como luminescéncia e elas sao resultantes da emissao de fétons a
partir de uma excitacdo causada por uma fontes externas de energia, tais como emissdes
consequentes de reagdes quimicas (Quimiluminescéncia), aplicacdo de uma diferenca de
potencial (Eletroquimioluminescéncia) e apds absorcio de fétons de maior energia
(Fotoluminescéncia) (VALE, VIEIRA, et al., 2015).

A Fotoluminescéncia pode ser dividida em fosforescéncia e fluorescéncia; a primeira é
um caso particular de emissdo de fétons de longa duracdo, ji a segunda ocorre de forma
rdpida. A origem da fotoluminescéncia dos carbon dots ndo foi totalmente elucidada, visto
que a utilizagdo de diferentes rotas de sintese e precursores produz materiais com
caracteristicas quimicas e estruturais variadas, o que dificulta a obten¢do de resultados
uniformes. Contudo, diversos estudos tém sido realizados a fim de entender como essas
caracteristicas afetam o comportamento 6ptico dos CDs (BAE, MYUNG e BARD, 2004)
(CHEN, LIU, et al., 2019).

Os CDs podem ser semicondutores cristalinos que apresentam o efeito de
confinamento quantico (Carbon Quantum Dots). Este efeito estd relacionado ao
confinamento, nas trés dimensdes do espago, dos portadores de carga (par elétron/buraco).
Devido ao efeito de confinamento quantico, as propriedades eletronicas e Opticas dos pontos
quanticos dependem do tamanho dessas nanoparticulas (VALE et al., 2015; DABBOUSI et
al., 1997).

O confinamento quantico consiste na limitacdo de movimento dos portadores de carga

entre os niveis quantizados onde ocorre o aumento da energia de band gap, ou seja, uma



23

energia de separacdo entre as bandas de valéncia e as bandas de condugdo devido a
diminui¢do do tamanho do material, no qual a emissdo de f6tons deve-se ao fato do elétron
excitado da banda de conducdo para banda de valéncia gerar um “buraco” positivo nesta
banda e quando ocorre a recombinacdo das bandas ocasionar a emissdo de um féton. A
fotoluminescéncia causada por essa emissdao de fotons muitas vezes € denominada
fluorescéncia band gap intrinseca ou transi¢do entre os orbitais de fronteira HOMO-LUMO
(do inglés Highest Occupied Molecular Orbital - Lowest Unoccupied Molecular Orbital).
Todavia, os carbon dots sao nanoparticulas que podem apresentar estruturas heterogéneas, a
quais os grupos funcionais apresentam varios niveis de energia, o que pode resultar em uma
série de “armadilhas” emissivas conhecidas como defeitos de superficie, e assim produzir
fétons com comprimento de onda maior, ou seja, com menor energia. A Figura 3 apresenta
um resumo da fotoluminescéncia onde A- Carbon Quantum Dots, B- Carbon dots com
armadilhas superficiais e C- emissdo direta de fluor6foros devido a composi¢dao heterogénea
na superficie da particula (CAYUELA, SORIANO, et al., 2016).

Figura 3- Resumo da fotoluminescéncia de CDs (A- Carbon Quantum Dots, B- Carbon dots com

armadilhas superficiais e C- emissao direta de fluoréforos).

A B C
Banda de conducao Banda de conducio LUMO - ¥ Sitins ind ividuais de
P fotoluminescéncia
o . ) - Armadilha -
e LUMO \@ L 7 R s =S de superficie f ?
h3 |
i Y L
‘aléncia | HOMO ralénci ! L= '
Banda de Valencia Banda de Valencia HOMO 2 L Sitios ind ividuais de
fotoluminescéncia

Fonte: Cayuela et al.,(2016). Adaptada.

Um estudo realizado Yuan et al. (2018) investigou a fotoluminescéncia de Carbon
Quantum Dots (CQDs) com uma estrutura triangular rigida que apresentou alta pureza na
emissdo de cor , possibilidade de sele¢do cores (do azul para o vermelho) e um rendimento
quantico de 54 a 72%. A sintese foi conduzida por tratamentos solvotérmicos utilizando
floroglicinol como reagente, e através da ciclizacdo e, consequente, formacao de anéis de seis
membros os autores conseguiram sintetizar CQDs com estruturas triangulares contendo
grupos hidroxilas na superficie. Por meio de caracterizagdes estruturais e dpticas associadas a

célculos tedricos os autores revelaram que o elevado rendimento quantico obtido estaria
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associado 4 estrutura triangular cristalina e, consequente, diminui¢do da energia de band gap.
Devido ao fato de os CQDs sintetizados pelos autores apresentarem estruturas € composi¢oes
quimicas semelhantes, os resultados das caracterizacdes Opticas indicaram que o efeito de
fotoluminescéncia seria dominado pelos tamanhos, devido ao efeito de confinamento. Além
disso, os autores relatam que neste caso a auséncia de grupos croméforos como carbonilas e
carboxilas é benéfica, uma vez que a presenca desses grupos poderiam causar armadilhas
emissivas na superficie derivada da associacdo com carbonos hibridizados em sp? ji que a
presenca dessas armadilhas poderia induzir distor¢des nas nuvens eletronicas e “prender” os
transportadores de carga, dificultando, assim a emissdo de fétons e consequente diminuicao

na eficiéncia de emissio de cor (YUAN!, YUAN, et al., 2018).

Todavia, os CDs possuem muitas diferencas e alguns estudos, como o realizado
por Li et al. (2010), indicam que o ajuste da fotoluminescéncia e a emissdao de cor por
controle do tamanho é pouco eficaz pois, na maioria das vezes, a emissao de cor dos CDs esta
relacionada aos grupos funcionais na superficie dessas nanoparticulas (LI, HE, et al., 2010)
(ZHU et al., 2015). Na literatura, existem diversos trabalhos relatando que a sintese de carbon
dots tem mostrado resultados similares. Por exemplo, Sahu e colaboradores relataram uma
sintese de nanoparticulas de carbono realizada em uma unica etapa por tratamento
hidrotérmico a partir da introdu¢do do suco de laranja com etanol em uma autoclave de
Teflon® a 120 °C durante 2,5 horas. O mecanismo para a formagio desses carbon dots
envolveu a carbonizac¢do hidrotérmica dos principais constituintes do suco de laranja, como
sacarose, glicose, frutose, 4cido citrico e dcido ascérbico. Os autores obtiveram nanoparticulas
de carbono parcialmente cristalinas com fotoluminescéncia no verde, rendimento quantico
(eficiéncia de fluorescéncia) de 26% e tamanho médio entre 1,5 a 4,5 nm. Segundo eles, essa
fotoluminescéncia dependente da excitagdo, deve-se a presenga de estados de superficie, ou
seja, a presenca de grupos funcionais tais como carbonilas (C=0) que podem funcionar como
armadilhas emissivas. Além disso, os autores consideraram também o efeito do tamanho da
nanoparticulas de CDs e o pH da solucdo, pois eles observaram que a intensidade da
fluorescéncia permanecia quase inalterada em pH entre 4,8 a 8,7, porém variava em outros

valores de pH (SAHU, BEHERA, et al., 2012).

Sendo assim, a fotoluminescéncia dos CDs pode estar associada a diversos fatores
que, apesar de controversos, variam de acordo com a estrutura dessas nanoparticulas. Dentre
os fatores ja relatados encontram-se: o pH, a estrutura, o tamanho e a presenca de grupos

funcionais quimicos (ZHU, SONG, et al., 2015). Em geral, o método de sintese e a
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composi¢do quimica tem influéncia na fotoluminescéncia e podem ser alteradas por diversos

métodos como dopagem, funcionalizagdo ou passivacgao.
2.4. Métodos de sintese de CDs

Na literatura ja foram relatados diversos métodos para a sintese de carbon dots que
podem ser classificados em duas abordagens, Top-down e Bottom-up. Sendo possivel a
modificacdo destas nanoparticulas durante ou apds sua preparacio (WANG e HU, 2014;
SILVA e GONCALVES, 2011).

O método Top-down inicia-se com um material precursor e, durante o processo
ha uma redugdo das particulas de carbono a particulas menores em escala nanométrica, por
meio de métodos de ablacdo a laser (GONCALVES, JORGE, et al., 2010) e esfoliacao
eletroquimica a partir de uma fonte de grafite (SUN, ZHOU, et al., 2006). Por outro lado, na
metodologia Bottom-up os &omos sdo reorganizados e reunidos para formagdo de
nanoestruturas a partir de técnicas como a: oxidacdo térmica de precursores moleculares
(BOURLINOS, BAKANDRITSOS, et al., 2012), a desidratacao de hidratos de carbono
usando dcido sulfirico concentrado (PENG e TRAVAS-SEJDIC, 2009), sintese de
nanoparticulas de carbono com alto rendimento quantico com solventes organicos (WANG,
CAOQ, et al., 2010) e o aquecimento em forno de micro-ondas (ZHU, WANG, et al., 2009). A
Figura 4 apresenta um resumo desses métodos.

Figura 4- Resumo dos métodos de preparacao dos carbon dots
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Fonte: Wang e Hu et al.(2014) Adaptado.

Um exemplo de sintese via método Top-down foi a realizado por Hu e
colaboradores em 2009, a qual os carbon dots foram preparados por ablacdo a laser usando

uma suspensdo de materiais de carbono em um solvente orgéinico e consistiu em transferir a
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energia de um laser para o alvo, e assim, romper as ligacdes e eliminar os CDs da
superficie. Os CDs sintetizados apresentaram tamanhos entre 1-8 nm, sendo que a origem da
luminescéncia foi atribuida aos grupos funcionais da superficie, que podem variar de acordo
com o solvente organico escolhido (HU, NIU, et al., 2009).

J4 um exemplo de método de sintese via Bottom-up foi um método realizado por
Peng e Travas em 2009. Eles prepararam CDs luminescentes através de um método simples e
barato, conhecido como desidratacdo dcida. No qual os carboidratos, foram desidratados com
a utilizacdo de 4cido sulfirico concentrado, produzindo materiais carbonosos. Os materiais
carbonosos, assim que obtidos, foram entdo oxidados por um tratamento em écido nitrico. Por
fim, as nanoparticulas foram passivadas com compostos terminados em amina, produzindo
CDs luminescentes. Com a utilizacdo desta técnica, as propriedades 6pticas dos nanomateriais
obtidos podem ser ajustadas, com a utilizacao de diferentes materiais de partida e alteracao do
tempo de tratamento com &cido nitrico (PENG e TRAVAS-SEJDIC, 2009).

Os métodos Top-down e Bottom-up mencionados acima possuem algumas
desvantagens, tais como: Sintese em alta temperatura (ZHU, WANG, et al., 2009), utilizacao
de reagentes toxicos (BOURLINOS, BAKANDRITSOS, et al., 2012), custos elevados
(SUN, ZHOU, et al., 2006), necessidade de equipamento especial (ZHU, WANG, et al.,
2009), uso de solventes organicos nao polares (WANG, CAO, et al., 2010). Essas
desvantagens podem restringir as aplicagdes desses CDs no campo da ciéncia biomédica e
andlises clinicas. Para superar alguns destes problemas, o uso de precursores mais “verdes”
ganhou muita popularidade no campo da sintese de CDs. A sintese utilizando precursores
“verdes” apresenta vdrias vantagens, como o fato de serem ecologicamente corretos,
biocompativeis, além de possibilitar a sintese em larga escala de nanoparticulas utilizando
precursores baratos e abundantes (DAS , BANDYOPADHYAY e PRAMANIK, 2018).

Sob esse contexto, os carbon dots sintetizados a partir da celulose de algodao ou

de nanocristais de celulose sdo materiais promissores em diversas aplicagdes.

2.5 Precursores “verdes”

Uma vez demonstradas as distintas propriedades dos carbon dots e suas inimeras
e potenciais aplicacdes, o uso de precursores alternativos, baratos, abundantes e renovaveis é
fundamental para a produ¢do em larga escala.

A celulose € o composto organico mais abundante na crosta terrestre, sendo que a
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imensa maioria € biossintetizada por plantas superiores e algas, por meio da fotossintese, e
por outros organismos nao-fotossintétizantes como bactérias, invertebrados marinhos, fungos
e amebas. Independente de sua origem, a celulose pode ser caracterizada com uma rede de
ligacdes de hidrogénio e como um homopolimero de alta massa molar (Figura 5) (MOON,
MARTINI, et al., 2011). Sendo assim, a celulose pode ser um precursos interessante para
reduzir o custo final de producdo das nanoparticulas de carbono.

Figura 5- Estrutura molecular da celulose.

3

Dentro do contexto ja discutido sobre o uso de precursores mais “verdes”, em
2015 foi publicado o primeiro relato na literatura sobre o uso de celulose para producdo de
carbon dots. Neste trabalho os autores prepararam CDs soliveis em dgua por meio do
tratamento ionotérmico de celulose com liquido i6nico funcionalizado com grupos sulfo (-
SOs3H) dissolvido em cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio (Figura 6). Os carbon dots com
morfologia esférica e didmetro médio de 8 nm foram obtidos em uma temperatura
relativamente baixa sob pressdo ambiente. Devido as singulares propriedades fluorescentes
apresentadas pelos nanomateriais, os autores avaliaram o seu uso na deteccdo seletiva de fons
Hg?*. O monitoramento da supressio da fluorescéncia dos CDs pelos fons metdlicos
apresentou uma faixa linear entre as concentragdoes de 6 a 80 UM (WANG!, WANG?, et al.,
2016).
Figura 6- Sintese de CDs pelo método ionotérmico

365 nm 450 nm

Fonte: Wang!, Wang? et al., 2016. Adaptado.

Shen e colaboradores sintetizaram CDs a base de celulose dopados com
nitrogénio através de um método hidrotérmico (carbonizagdo, desidratacdo e condensacao da
celulose a uma elevada temperatura em solugdo) utilizando ureia como fonte de nitrogénio. A
dopagem com nitrogénio levou a um aumento no rendimento quantico do CDs (21,7%)

quando comparado a outros métodos de sintese, jJa que a introducdo de nitrogénio induz a
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formagdo de grupos nitrogenados, elevando assim, a intensidade da fluorescéncia devido ao
aumento no comprimento de onda deslocado para o vermelho (red shift), causado pela
conjugacdo do sistema m do composto com a introdugdo dos elétrons desemparelhados. Para
isso, os autores focaram na obtencdo de uma proporcdo Gtima de nitrogénio e carbono.
Primeiramente, a massa de celulose foi fixada em 0,5 g e obtiveram uma razio 6tima de 0,7
ureia/celulose o que correspondeu a uma massa de ureia igual 0,35 g. Além disso, os CDs
apresentaram um formato esférico com um didmetro médio de 4,2 nm em imagens de
microscopia eletronica de transmissdo de alta resolugdo, cor azul esverdeada na presenca de
luz UV, baixa citotoxicidade e alta biocompatibilidade, comprovadas através do ensaio da
imagem demicroscopia confocal e citotoxidade celular (CCK-8) e bioimagem de
fluorescéncia. CDs conforme obtidos foram caracterizados via espectroscopia de absor¢ao no
infravermelho (FTIR), Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS - do inglés
X-ray Photoelectron spectroscopy), Microscopia eletronica de transmissao (TEM do inglés
Trasmission eléctron microscopy), e espectroscopia de absorcdo no UV-vis o que revelou
uma promissora aplica¢do no bioimageamento de células (SHEN, GAO, et al., 2016).

Independentemente e quase simultaneamente, Aradjo et al.(2016) prepararam
carbon dots a partir de celulose de algodao usando reac¢des de desidratacdo e oxidagdo com
dcidos sulftirico e nitrico, respectivamente. Neste trabalho, os CDs obtidos apresentaram
tamanho inferior a 10 nm, morfologia quase-esférica e nanoparticulas com estrutura cristalina
e ndo-cristalina. Em adi¢do, apresentaram uma superficie com concentracao relativamente alta
de grupos funcionais dcidos, os quais foram fundamentais para a formacgao de heteroestruturas
com o-FeoO3; e consequente melhora da atividade fotocatalitica do material para a
fotodegradagdo do corante indigo-carmim. Os grupos funcionais oxigenados na superficie dos
CDs foram caracterizados e quantificados através de técnicas como FTIR, andlise
termogravimétrica e titulagdo potenciométrica. A presenca destes grupos acidos foi primordial
para a dispersdao dos CDs em meio aquoso e causaram um grande impacto nas propriedades
eletronicas e Opticas dessas nanoestruturas. Com relagdo as propriedades Opticas, os CDs
apresentaram absor¢@o na regidao do ultravioleta at¢ 500 nm, um band gap de 2,7 ¢V e um
espectro de fluorescéncia com amplas faixas de emissdo dependente do comprimento de onda
de excitacdo, o que deve-se aos diferentes tamanhos da nanoparticulas e a presenca de grupos
funcionais na superficie das mesmas (ARAIjJ O, OLIVEIRA, et al., 2016).

Alves e colaboradores publicaram um trabalho mostrando a importancia da
caracterizacdo desses grupos funcionais usando um método simples, rdpido e barato baseado

na titulacdo potenciométrica. Neste trabalho, os autores obtiveram CDs com um diametro
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médio de 2,7 = 0,5 nm e comprovaram por meio de uma titulacdo potenciométrica, que os
CDs preparados a partir da celulose de algodao sdo caracterizados por uma alta concentracao
de diferentes grupos funcionais (4cidos carboxilicos, fendlicos etc.) com constantes de acidez
(apresentado aqui como o seu logaritmo) entre 3 e 10. Em adi¢do mostraram que a maioria
(65%) dos grupos funcionais apresentam pK, inferior a 5 que sdo atribuidos a dcidos
carboxilicos, 17% sao lactonas, sendo o restante grupos fendlicos (18%). Apds o ajuste com
método iterativo (Pegasus) associado ao algoritimo (Levenberg-Marquardt) (GORGULHO,
MESQUITA, et al., 2008), os autores verificaram uma densidade de grupos funcionais dcidos
e oxigenados em torno de 5 mmol/g, no qual 2,9 mmol/g foram atribuidos a dacidos
carboxilicos. Além disso, foram realizadas trés titulacdes com diferentes massas de CDs onde
os valores de pK. e a concentracdo dos grupos funcionais foram aproximadamente
semelhantes, o que permitiu aos autores concluirem que o método de preparacdo de carbon
dots via degradacao e oxidacdo da celulose de algodao, nas mesmas condicdes experimentais,
sempre formam grupos funcionais com as mesma propriedades dcido-base. Esses resultados
foram utilizados em paralelo com técnicas de caracterizacio como FTIR, Dessor¢ao
programada por temperatura (TPD - do ingl€s Temperature programmed desorpition ou XPS
para uma maior precisdo, possibilitando um monitoramento dos grupos funcionais na
superficie destas nanoparticulas o que é de extrema importancia para a funcionalizagdao, como
citado anteriormente, permite uma alteracao da estrutura eletronica e as propriedades dpticas
do CDs (ALVES, CASTRO, et al., 2016).

Em 2016, Pinto et al. usaram esses nanomateriais para produgao de filmes finos
com quitosana, obtidos pela técnica de deposicdo por camadas alternadas desses materiais
sem laminas de vidro. Esses filmes foram analisados por microscopia eletronica e
caracterizados por diversas técnicas como FTIR, Andlise termogravimétrica (TG-MS - do
inglés Thermogravimetric analysis- mass spectrometry) e titulacio potenciométrica, o que
permitiu aos autores determinar a densidade de carga, ou seja, a presenca de grupos
carregados, sendo uma informacdo importante para estabilizar a solu¢do, rugosidade da
superficie e forcas de coesdo. Os CDs utilizados apresentaram aproximadamente 63% do pKa
caracteristico de grupos carboxilicos em pH de 5,4. Apos alteragcdes no pH, foi concluido que
a capacidade de adsorcdo entre as camadas de CDs e quitosana em pH baixo e alta forca
i0nica aumentam a espessura do filme, devido a maiores interacoes moleculares e
flexibilizacdo na conformagdo da estrutura. Foi verificada também, uma maior absor¢do nos
espectros de UV-vis e coloracio mais amarelada. Os autores acreditam que os filmes

formados possam ser utilizados como prote¢do ultravioleta (PINTO, ALVES, et al., 2016).
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Os mesmos autores em 2019 prepararam filmes finos de CDs com colidgeno
hidrolisado que podem ser uteis para o desenvolvimento de uma futura classe de dispositivos
eletronicos como sensores, € bionanocompositos para o0 monitoramento do ambiente
fisiol6gico. Devido &s propriedades fotoativas e a biocompatibilidade das nanoestruturas
formadas, a incorporagdo de CDs em matrizes poliméricas € uma excelente estratégia para
aplicagdo industrial e biomédica das mesmas, porém € necessirio um estudo mais
aprofundado da interacdo desses componentes como, o conhecimento da quimica superficial.
Os autores observaram que a espessura e a morfologia dos filmes de coldgeno e CDs sdo
afetados por mudangas no pH e na forga idnica das solugdes, como nos filmes com quitosana,
pois alteram as configuracdes dos polimeros, e consequentemente a energia de interacdo entre
os componentes, o que resultou em fibrilogénese (interacdes hidrofébicas e eletrostaticas
espontaneas in vitro) da biomolécula e formacdo de fibrilas (morfologia tinica). Através de
técnicas de caracterizacdo, eles constataram mudancas significativas como alteracdo na
rugosidade superficial, mudanca na densidade de carga superficial, aumento na absorbancia,
alteracdo na conformacdo das cadeias poliméricas com a adi¢do de CDs. Este resultado foi
atribuido ao aumento da flexibilidade das cadeias poliméricas dos biopolimeros, o que

contribui para um controle sutil das propriedades dos materiais (PINTO, RODRIGUES, et al.,
2019).

Souza e colaboradores mostraram pela primeira vez que carbon dots podem ser
obtidos a partir da pirdlise de nanocristais de celulose. Os nanocristais de celulose (NCCs) sao
nanoparticulas em formato de agulhas, obtidas geralmente a partir da hidrélise controlada com
acidos inorganicos de diferentes fontes de celulose, algodao, tunicata etc. Durante a reacao de
hidrélise, as regides amorfas das microfibrilas, mais acessiveis, reagem primeiro e, com a
interrupcdo da reacdo no tempo certo, os nanocristais de celulose sdo obtidos. Esses
nanomateriais apresentam interessantes propriedades Opticas e mecanicas e, em geral,
comprimentos entre 0,05 até 4 um e didmetro de aproximadamente 10 nm (PEREIRA,
PAULA, et al., 2014). Ap6s a obtencdo, os NCCs foram pirolisados em um forno tubular,

levando a formacgdo de diferentes estruturas de carbono, incluindo carbon dots (Figura 7).

Figura 7- Formacao de estruturas de carbono a partir de NCCs
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Os CDs também apresentaram um tamanho que variou de 4 a 8 nm, além de um
rendimento quantico considerado baixo variando entre 0,8 e 1,64%, o que segundo os autores
pode ser aumentado com passivacao ou uso de um agente dopante (SOUZA, MESQUITA, et
al., 2016).

Ja em 2018, Souza e colaboradores utilizaram polpa de celulose como precursor
para formacdo de carbon dots, pelo método de carbonizacdo 4cida com é&cido sulfirico
concentrado e posterior oxidagao em 4cido nitrico (HNO3). Durante a reacdo entre as fibras de
celulose e 4cido sulfurico, diversas reacdes quimicas ocorreram, envolvendo uma combinacao
simultanea de desidratacdo, polimeriza¢do (condensacdo e adi¢do) e aromatizagdo, levando a
formacdo do material carbonoso, com quantidades significativas de grupos sulfonicos. Com a
adicdo de HNO3, houve a introducdo de grupos funcionais oxigenados, constatados por
caracterizacdoes como titulacdo potenciométrica, em que 77% dos grupos presente na
superficie dos CDs apresentaram pK. menor que 5, tipicamente atribuido a acidos
carboxilicos, 14% atribuidos a lactonas, e 9% apresentaram pK. maior que 8, atribuidos a
grupos fendlicos. O rendimento quantico de fluorescéncia foi de 1,2% para a amostra de CDs
nao modificada, usando sulfato de quinino como padrdo. Com intuito de aumentar o
rendimento quantico, os autores utilizaram a dopagem com nitrogénio através de moléculas
oligoméricas PEGI500N. Primeiramente foram adicionados 5 mL de cloreto de tionil

(destilado e refluxado por 6 horas) na solucdo obtida anteriormente. Em seguida, o cloreto de
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tionila foi removido sob uma pressio reduzida e finalmente 250 mg de PEGI1500N
(previamente secos) foram adicionados ao meio da reacional, sendo o sobrenadante retirado
apo6s o refluxo de 72 h. Devido a funcionalizagdo com PEG1500N (moléculas oligoméricas),
os grupos oxigenados dos CDs foram substituidos por aminas e amidas e o rendimento
quantico foi elevado para 3,2%, o que, segundo os autores, deve-se a reacido de reducdo que
eliminou grupos funcionais oxigenados e restaurou os carbonos com hibridizacao sp?, ou seja,
aumentou a densidade eletronica no nudcleo reduzindo as armadilhas superficiais e
consequentemente, o gap de energia alterando a fotoluminecéncia para o azul (SOUZA,

CAMINHAS, et al., 2018).

Shen e colaboradores sintetizaram CDs a base de celulose dopados com
nitrogénio através de um método hidrotérmico (carbonizacdo, desidratacdo, condensagdo. da
celulose a uma elevada temperatura em solug¢ao) utilizando ureia como fonte de nitrogénio. A
dopagem com nitrogénio levou um aumento no rendimento quantico do CDs (21,7%) quando
comparado a outros métodos de sintese, ja que a introdugdo do nitrogénio induz a formagao
de grupos nitrogenados elevando assim a intensidade da fluorescéncia, devido ao aumento no
comprimento de onda (red shift- causado pela conjugacdo do sistema m do composto por
ressonancia com a introducao dos elétrons desemparelhados). Para isso, os autores focaram na
obtencdo de uma propor¢do 6tima de nitrogénio e carbono. Primeiramente, a massa de
celulose foi fixada em 0,5 g e uma razdo de 0,7 ureia/celulose o que correspondeu a uma
massa de ureia igual 0,35 g. Além disso, os CDs apresentaram um formato esférico com um
didmetro médio de 4,2 nm em imagens de microscopia eletrOnica de transmissdo de alta
resolucdo, cor azul esverdeada na presenca de luz UV, baixa citotoxicidade e alta
biocompatibilidade, comprovadas através do ensaio da imagem de microscopia confocal,
ensaios de citotoxidade celular e bioimagem de fluorescéncia. Os CDs conforme obtidos
foram caracterizados via FTIR, XPS, Microscopia Eletronica de transmissdo, UV-vis,
revelando assim, uma promissora aplicacdo no bioimageamento de células (SHEN, GAO, et

al.,2016).
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Em 2019, Chekini e colaboradores sintetizaram CDs por via hidrotérmica
escalondvel e direta, dopados com nitrogénio sob condi¢cdo de refluxo usando nanocristais de
celulose, a fim de combinar, a fotoluminescéncia e as propriedades sensoriais dos CDs com a
quiralidade, citobiocompatibilidade e a alta absorcao celular dos nanocristais de celulose. As
nanoparticulas hibridas formadas podem introduzir uma nova estratégia de bioimagem, como
biomarcadores celular, agentes de entrega de drogas, e controles solares para janelas
inteligentes. A sintese foi realizada pela adi¢do da etilenodiamina e acido borico a uma
solu¢do aquosa de nanocristais de celulose sob refluxo e dialisada durante 5 dias. A
etilenodiamina foi utilizada como fonte de nitrogénio para a dopagem dos CDs, além de
facilitar as reagdes de condensacdo e polimerizagdo. J& o acido borico foi utilizado como um
catalisador nas reacdes de condensacdo e polimerizacdo. Os autores concluiram que os CDs
combinados com nanocristais de celulose ndo apresentam citotoxidade mesmo com a
concentragdo de nitrogénio acima 0,1% em sistema de cultura de células monitoradas de 24 a
48 horas (CHEKINI, PRINCE, et al., 2019).

Ap6s a descricdo de alguns métodos de sintese de carbon dots, a utilizagdo de
precursores mais “verdes” e as propriedades. Uma das formas de melhorar ainda mais tais

propriedades seria a funcionalizacdo ou modificagdo dos CDs.
2.6 Funcionalizacao de carbon dots

A funcionalizacdo é um método de modificagdo dos grupos funcionais presente
na superficie de moléculas e consiste na ligagdo de uma molécula ou material na superficie de
outro material. Essa estratégia ¢ muito utilizada para modificar a superficie de um material,
bem como alterar as propriedades de interesse (KARFA, DE e MADHURI, 2018). A
funcionalizacdo dos carbon dots € uma estratégia poderosa para melhorar o desempenho
fotofisico e fotoquimico, além disso, pode conferir aos CDs propriedades exclusivas,
ampliando, assim as possibilidades de aplicacdo (CHEN, LIU, et al., 2019).

Segundo Karfa e colaboradores a modificacdo da superficie dos nanomateriais de
carbono pode ser realizada por dois métodos de funcionalizacdo, por meio de ligacOes
covalentes e ndo covalente (conjugacOes de natureza n->m*, utilizando a natureza hidrofobica
do material). A funcionalizacdo covalente modifica a conectividade da ligacdo alterando,
assim, os grupos funcionais e as propriedades do nanomaterial. Em geral, essa
funcionalizagdo ocorre por meio de reagdes quimicas usando, principalmente, materiais com
carater hidrofilico. Em termos de funcionalizacdo, a natureza da ligacdo covalente é mais

robusta em comparacdo com a ligacdo ndo covalente, ou seja, a ligacdo covalente formada
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entre as moléculas e o nanomaterial de carbono pode ser altamente estdvel. Sendo assim,
existem diversas reagdes que podem ser usadas para esse fim, dentre elas, destacam-se as
reacoes de cicloadi¢do, fluoracdo / bromacao, adi¢do eletrofilica, adicao nucleofilica e reacdes
radicalares (KARFA, DE e MADHURI, 2018).

Todavia, funcionalizar covalentemente materiais a base de grafeno como os
GQDs (Grafenos Quantum Dots) é considerado por alguns pesquisadores como uma
estratégia desafiadora devido a alta estabilidade e a energia coesiva presente no nicleo
poliaromdtico do grafeno. Logo, sd@o necessdrias reacdes quimicas especificas que podem
permitir essa modificacdo, como por exemplo o tratamento desses materiais de carbono com
agentes oxidantes fortes, durante a sintese, como permanganato de potdssio / acido sulftrico,
dcido nitrico, dicromato de potéssio / 4cido sulfiirico e oxigénio, uma vez que esses agentes
geram grupos funcionais oxigenados como dcido carboxilico, cetonas, dlcool ou éster na
superficie desses nanomateriais que sdo muito importantes para posterior conjugagdo com
outras moléculas (KARFA, DE e MADHURI, 2018) (CHEN, LIU, et al., 2019).

Um exemplo de funcionalizagao covalente utilizada em nanomateriais de carbono
contendo grupos funcionais oxigenados, principalmente grupos carboxilicos, é a ativacdo
desses grupos por carbodiimida como 1,3-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC), 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC) e N-hidroxisuccinimida (NHS), que resulta em
grupos intermedidrios altamente reativos. O método de amida¢do por EDAC / NHS foi
amplamente utilizado para a conjugacdo covalente de vdrios ligantes na superficie dos
nanomateriais. Essa conjugacdo tem como base a reacdo entre os grupos carboxilicos e amino
nas superficies dos materiais (SHEEHAN, CRUICKSHANK e BOSHART, 1961). Logo, as
modificagdes de nanomateriais de carbono contendo grupos amino ou carboxilicos na
superficie podem ser projetadas para conjugacdo adicional a diversas moléculas e assim
oferecer uma oportunidade de torna-los nanomateriais atraentes com uma infinidade de
aplicacdes. Essa metodologia permite diminuir a toxicidade, aumentar a solubilidade em 4gua,
além do fato de que as propriedades fisico-quimicas deste nanomaterial carboniceo
funcionalizado tém sido exploradas para o armazenamento de energia, transporte de drogas
anticancer e antivirais em meios bioldgicos, bem como outras aplicagcdes biomédicas
(PIRSAHEB, MOHAMMADI, et al., 2019).

Sendo assim, existem diversos trabalhos na literatura que utilizam CDs
funcionalizados em aplicagdes biologicas. Em 2010, Li e colaboradores relataram a sintese de
CDs a partir de esferas de silica tratadas com acido nitrico concentrado, para introdugdo de

grupos carboxilicos, sobre as quais, foram adicionados posteriormente trés tipos polimeros: o
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poli etilenoglicol, polietilenodiamina e polietilenimida. Além disso, para estudos de imagem
in vitro, os CDs foram conjugados com transferrina (uma glicoproteina com a capacidade de
direcionar-se a células cancerosas) usando EDAC. A conjugacdo foi realizada por meio de
uma ligacdo covalente entre a proteina e grupo amino dos CDs. O estudo realizado pelos
autores mostrou que a presenga de grupos funcionais na superficie, de todos os trés tipos de
CDs obtidos pela adicdo dos polimeros, permitiu a capacidade de uma eficiente conjugacao
com biomoléculas, através da ligacdo quimica da carbodiimida. Logo, os CDs obtidos podem
ser usados como nanossondas Opticas ajustdveis em comprimento de onda com flexibilidade
para funcionalizacdo de superficies e bioconjugacdo, além da capacidade de direcionamento
para células cancerosas (LI, OHULCHANSKYY, et al., 2010).

Liu et al. 2015 sintetizaram carbon dots por tratamento hidrotérmico de
glucosamina, com excesso de pirofosfato sédio, que levou a formacdo de CDs com grupos
amino na superficie e forte emissdo de fluorescéncia no verde. Posteriormente, os CDs
obtidos pelos autores foram modificados com nanoparticulas de ouro com dcido hialurdnico
(HA-AU). Os grupos funcionais presentes nestas nanoparticulas apresentaram cargas
negativas que foram conjugadas por meio de interagcdes eletrostaticas com os grupos aminos
na superficie do carbon dots. O estudo desenvolvido pelos autores apresentou como proposito
a criagdo de um biossensor fluorescente baseado em CDs conjugados com nanoparticulas de
ouro, para a deteccdo sensivel e seletiva de hialuronidase (Hase). Como a Hase € uma
hialuronidase que pode degradar moléculas de dcido hialurbnico e a presenca dessa
hialuronidase estd envolvida em uma variedade de processos fisiologicos, como, o
crescimento de tumores (a mudanca no nivel de Hase no sangue ou na urina humana esta
associada a diversos tumores como cancer de bexiga e prostata) (LIU, ZHAO, et al., 2015) .

Também no ano de 2015, Huang e colaboradores realizaram a sintese de CDs com
atividade promissora em nanocarregadores multifuncionais para a entrega de drogas e auxilio
no diagndstico, usando imagens Opticas em diversos tipos de cancer. A sintese foi realizada a
partir da desidratacdo do p6 de grafite em &cido sulfurico, seguida da oxidagdo por 4cido
nitrico. Posteriormente, o 4cido félico foi covalentemente ligado aos CDs usando o EDAC e
NHS para a ativacdo dos grupos carboxilicos do acido félico e amina na superficie dos CDs.
Além disso, o nanomaterial obtido pelos autores foi quelado com ifon paramagnético
gadolineo Gd** (fon utilizado como contraste positivo em ressonincia magnética). Devido ao
fato de os CDs funcionalizados e quelados apresentarem boa capacidade de direcionamento
para diagnostico de cancer de forma ndo invasiva e biocompativel, os autores realizaram

também uma mistura desse material com uma doxorrubicina, medicamento quimioterdpico, €
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apds essa conjugacdo os CDs tornaram-se eficientes transportadores de drogas sensiveis ao
pH (menores pH acarretaram maior liberacdo de drogas) (HUANG!, HUANG?, et al., 2014).

Além da biomarcacdo de células cancerigenas e transporte de drogas, os CDs
podem ser utilizados também na deteccdo de microrganismos. Estudos recentes relatam que
os carbon dots sao nanomateriais de carbono com propriedades promissoras para se tornarem
agentes antibacterianos em aplicacdes biomédicas in vitro e in vivo (CHEN, LIU, et al.,
2019). Diversas abordagens revelam que a modificacdo e atividade antibacteriana dos CDs,
envolveram reagdes fotocataliticas, ou seja, esterilizacdo mediada por radicais oxigenados
(ROS), para eliminacdo de microrganismos. Além disso, os fatores decorrentes da
funcionalizacdo dos CDs bem como a carga superficial sdo conhecidos por influenciar este
efeito antibacteriano (DONG, LIANG, et al., 2020).

Um estudo recente realizado por Sun e colaboradores mostrou a utilizagao de
cepas bacterianas de E. coli e S. aureus, para avaliar a relacdo entre o tamanho das particulas
de CDs e as diferencas na atividade antibacteriana. Para isso, os autores sintetizaram carbon
dots utilizando como precursor o antimicrobiano biguanida em uma solu¢do com cerca de
20% m/v de um conservante tensoativo (CG catidnico), via método hidrotérmico durante 6
horas a uma temperatura de 180 °C em uma autoclave revestida de Teflon®. Posteriormente, a
solugdo foi dialisada para que ocorresse a separagdo das nanoparticulas obtidas em diferentes
tamanhos (aproximadamente 2,0 nm a 5,3 nm) e em seguida liofilizada. Segundo os autores,
essas descobertas sugerem preliminarmente que o tamanho da particula tem certa influéncia
na atividade antibacteriana, tanto em cepas de E. Coli quanto em S. Aureus. Além disso, foi
relatado que os CDs combinados com a solu¢do de CG (denominado CGCDs) carregados
positivamente (potencial zeta = + 34 mV) sdo capazes de destruir a integridade da membrana
plasmadtica bacteriana, negativamente carregada, de forma mais eficaz do que os carbon dots
convencionais. Apds uma avaliacdo sistematica da toxicidade induzida pelos CGCD foi
relatado que estas nanoparticulas podem matar bactérias de forma seletiva. Devido ao fato de
a permeabilidade e da consequente distribuicdo desses nanomateriais na membrana plasmaética
das bactérias estarem relacionada ao tamanho, os autores constataram que as nanoparticulas
de menor tamanho apresentaram uma maior atividade antibacteriana. L.ogo, o trabalho revelou
que ¢é possivel verificar o efeito do tamanho dos carbon dots na atividade antibacteriana
quando os demais fatores sdo aproximadamente iguais (SUN, WUA, et al., 2021).

Lin e colaboradores em 2019 realizaram pela primeira vez a sintese de CDs
dopados com P ** e Mn ?* para regular a emissio no comprimento de onda no vermelho e

eliminar radicais livres, de forma que esse material servisse como uma nano sonda para
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obtencdo de imagens e como agente antioxidante. Os autores sintetizaram CDs por meio de
um método de pirdlise contendo 1,4-dietil-feniletilenodiamina como fonte de carbono e
realizaram uma dupla dopagem sob irradiacdo de microondas. Neste sistema, o
dopante P ** foi introduzido para aumentar a eficiéncia de fluorescéncia dos CDs, enquanto o
dopante Mn >* concedeu capacidade de detec¢iio por ressondncia magnética. Além disso, foi
realizada uma conjugacio dos CDs, dopados com Mn?* e P**, com 4cido hialurdnico, para
possibilitar o direcionamento de forma seletiva em vdrias culturas de células e realizar a
captura de radicais livres como o hidroperoxil (HO%) e hidroxil ("(OH). Esses radicais sdo
conhecidos por induzir danos em lipidios, proteinas, causar a aceleracao do envelhecimento
celular e induzir o aparecimento de diversas doencas humanas debilitantes. Segundo os
autores, os carbon dots sintetizados por eles podem funcionar como uma plataforma
terandstica, pois agem simultaneamente como agentes terapéuticos promovido pela
eliminacdo de radicais livres, além de auxiliar no diagndstico mais preciso através de imagens

de fluorescéncia e detecgao por ressonancia magnética (LIN, TSAI et al., 2019).

A partir desses estudos, pode-se inferir que a funcionalizagdo de CDs ¢ uma
estratégia promissora para utilizacdo em atividades biologicas, principalmente se a
funcionalizagao for realizada usando uma molécula ou material com a atividade desejada para

a aplicacao, por exemplo, atividade antibacteriana.
2.7 Peptideos Antimicrobianos

Os peptideos sao moléculas constituidas por residuos de aminodcidos, unidos
através de ligacdoes covalentes, denominadas ligacdes peptidicas, formadas por reacdo
amidicas entre os grupos a-carboxilicos e a-amino de dois aminodcidos. Por defini¢do, o
residuo de aminoacido na extremidade com um grupo a-amino livre é denominado residuo
amino-terminal (N-terminal), enquanto o residuo da extremidade contendo grupo carboxil
livre € denominado residuo carboxi-terminal (C-terminal) (NELSON & COX, 2002). Essas
moléculas sdo responsdveis por diversas funcdes fisioldégicas e bioquimicas importantes para
os organismos, sendo o primeiro trabalho sobre a atividade bioldgica desenvolvido em 1950,
a partir disso, os peptideos vém sendo estudados e classificados de acordo com a funcdo e
atividade (SANCHEZ, 2017)Atualmente, existem diversos peptideos antimicrobianos
identificados e catalogados em bancos de dados como o Antimicrobial Peptide Database
(APD) atualizado em 2020. Como € possivel observar na Tabela 1 os peptideos com atividade

antibacteriana representam a maioria dos peptideos bioativos cadastrados, o que revela a
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potencialidade do estudo e aplicacdo desses peptideos como agentes antibacterianos

(BISWARO, 2018).

Tabela 1- Nimero de peptideos antimicrobianos cadastrados no banco de dados APD

classificados de acordo com a atividade biolégica.

Atividade biolégica dos peptideos Ndmero de peptideos
antimicrobianos cadastrados na
plataforma APD
| Antibacteriano/ antebiofilme | 2727 |
Anti MRSA (Staphylococcus aureus
resistentes a Methicillin) 14
| Antitoxidante | 85 |
| Anti-virais | 190 |
| Anti-HIV | 109 |
| Antifungico | 1210 |
| Anticandida | 676 |
| Antiparasitério | 138 |
| Antimalérico | 33 |
| Anticancer | 251 |
| Antidiabético | 16 |
| Cicatrizantes | 23 |
| Quimioterapico | 62 |
| Anti-inflamatério | 24 |
| Espermicida | 14 |
| Inseticida | 39 |
| Inibidores de canal iénico | 7 |
\ Protease | 31 |

Fonte: Banco de Dados de peptideos antimicrobianos (APD, Dept of Pathology & Microbiology
(https//aps.unmc.edu/AP/main.php), acesso em abril de 2021.

Em geral, os peptideos antimicrobianos possuem cardter catidonico devido a
presenca de residuos de aminodcidos com cadeias laterais bdsicas e protondveis, como
arginina, lisina ou histidina (Figura 8). Além disso, esses peptideos apresentam carater
anfipatico associado a conformacgdo adotada ao interagir com a bicamada fosfolipidica. Esses
peptideos associam-se preferencialmente a membrana celular, predominantemente anidnica,
das bactérias, estimulados primeiramente por atracOes iOnicas que geram perturbacdes e/ou
desestruturacdo dessas membranas, podendo provocar o rompimento, formacido de poros,

divisao e lise celular (SHARMA, SINGH e RANA, 2011 ).
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Figura 8- Estrutura dos aminoacidos arginina, histidina e lisina com carater cationico.
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As estruturas dos peptideos também podem ser classificadas em primadrias,
secunddrias, tercidrias e quaterndrias. A representacdo de todas as ligacdes covalentes dos
residuos de aminoécidos de uma cadeia polipeptidica constitui a sua estrutura priméria e
define a sequéncia de aminodcidos do peptideo, que € normalmente descrita da regido N-
terminal para a C-terminal( NELSON & COX, 2002).

Ja as estruturas secunddrias sdo conformagdes preferenciais que os peptideos
adotam em certo meio, devido principalmente, a variagdes nos angulos diedros fi (D) e psi (V)
da cadeia peptidica. Os angulos ® e y sdo normalente iguais a 180° quando a conformagao
estd totalmente desenovelada. Devido a variacdo nos angulos hd diversas possibilidade de
conformagdes, e essas conformacdes ddo origem a diferentes estruturas sendo as mais comuns
as a- hélices, B-folhas e desenoveladas (VERLY, 2010). A Figura 9 mostra os angulos diedros

entre dois residuos de aminoacidos e as estruturas secundarias mais comuns.

Figura 9- Angulos diedros ¢ e y entre dois residuos de aminoacidos e as estruturas

secundarias (a- hélice, B-folha e desenovelada).
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Fonte: Adaptada de Souza, 2019.

A estrutura terciaria de um peptideo estd relacionada a organizacido espacial de
duas ou mais estruturas secunddrias presentes no mesmo peptideo, estabilizada por interagdes
intramoleculares ou por ligacdes de dissulfeto. Quando um peptideo apresenta mais de uma
cadeia, a disposicdo no espago dessas cadeias é denominada de estrutura quaterndria
denominadas proteinas. Logo, a combinacdo de todas as estruturas: primdria, secunddria,
tercidria e quaterndria, determinam a funcdo do peptideo no meio de atuacao (BERGER, LI,
etal.,2016).

Além de apresentar estruturas versiteis a elevada eficiéncia contra
microrganismos possibilita que os peptideos atuem como agentes antibioticos. Devido a isso,
diversas pesquisas revelam a potencial aplicacdo dos peptideos em farmacos, conservantes de
alimentos e antissépticos em cosméticos, dentre outros (ZHOU, LAI, et al., 2015) (TORRES,
BRAGA, et al., 2018).

Uma classe interessante de peptideos antibacterianos sdo as piscidina. Esses
peptideos constituem uma classe de peptideo antimicrobiano encontrado em espécies de
peixes. Em geral, sdo formados por 18 a 46 residuos de aminoacidos (COLE, DAROUICHE,
et al., 2000). Esses peptideos podem ser encontrados na mucosa, pele e mastocitos de peixes
(RAJU, SARKAR, et al., 2020). Um peptideo da classe das piscidinas identificado como
tendo forte atividade antibacteriana € o ecPis-4s, isolado da espécie de peixe Epinephelus

scoioides. Esse peptideo € constituido por 22 residuos de aminodcidos
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(FFRHIKSFWKGAKAIFRGARQG-NH:) e apresentou atividade antibacteriana contra o
patégeno de peixes V. parahaemolyticus e os patdgenos humanos (E. coli e S. aureus), além
de baixa atividade hemolitica, ou seja, baixa atividade em eritrécitos humanos (ZHUANG,

YANG, et al., 2017).

Os estudos realizado por Souza (2019) revelaram um elevado potencial de
interacdo do peptideo ecPis-4s, principalmente em membrana anidnica de POPC:POPG (3:1).
E o autor verificou que o peptideo assumiu uma estrutura secunddria em a-hélice,
conformacgdo ativa durante o processo de interagdo com as membranas. Além disso, o autor
observou na estrutura de menor energia uma pequena tor¢ao na estrutura o-helicoidal ao final
da porcdo C-terminal, préximo a posi¢do do residuo de glicina 18 (Gly-18). Os residuos de
glicina possibilitam normalmente uma maior flexibilidade a estrutura de peptideos, podendo
atuar como uma espécie de ancora ou dobradica de modo a facilitar a inser¢do de uma regiao
do peptideo na bicamada fosfolipidica. Segundo o autor essa peculiaridade da estrutura
secunddria do peptideo pode indicar uma maior flexibilidade, ou seja, uma maior liberdade da
estrutura peptidica para um possivel ancoramento ou inser¢do dessa regido (C-terminal) na
superficie da membrana fosfolipidica, durante o processo de interagdo. Outra caracteristica
interessante relatada por Souza € a posicao estratégica do residuo de histidina (His-4) que é o
unico residuo carregado em (pH menor que 6) e hidrofilico que estd presente na regido
hidrofébica do peptideo ecPis-4s (Figura 8). Uma vez que a cadeia lateral da histidina possui
um pK. em torno de 6 para seu dcido conjugado e, por isso, pode existir tanto na forma
protonada ou desprotonada préximo a valores do pH fisiolégico, pois € o tinico aminodcido
que apresenta significativa capacidade tamponante ao pH (entre 6,5 e 7,5), o que permite sua
interacdo tanto com a cabeca polar dos fosfolipidios da bicamada celular quanto a parte
externa da membrana celular e também com a parte apolar dos fosfolipidios, quando esse
residuo € inserido juntamente com os outros residuos hidrofébicos na membrana (NELSON &
COX, 2014 apud Souza, 2019). A Figura 10 mostra a estrutura tridimensional do ecPis-4s,
que apresenta uma hélice com alta qualidade estrutural e grande anfipaticidade, com uma face

hidrofébica e hidrofilica bem distintas (SOUZA, 2019).

Figura 10- Estrutura tridimensional de menor energia do ecPis-4s. Estrutura do peptideo ecPis-
4s em vista lateral com destaque aos residuos hidrofilicos (em azul) e hidrofébicos (em verde)
(A). Vista frontal pelo eixo da hélice do peptideo ecPis-4s (B). Residuo de His-4 destacado em

rosa.
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a) Lys-10 b)

Fonte: Adaptado de Souza, 2019.

Enfim, os resultados apresentados por Souza (2019) relatam que o modo de acdo
do peptideo ecPis-4 deve-se ao cardter anfipitico, e que esse peptideo tem caracteristicas
importantes para formacdo de bionanoestruturas , principalmente através da ligacido covalente
na por¢do em N-terminal deixando a C-terminal livre para interagdo com a membrana de
bactérias (SOUZA, 2019). Sendo assim, a utiliza¢do de peptideos antimicrobianos associados
a materiais € uma opgdo interessante para o desenvolvimento de materiais biocompativeis e

multifuncionais (COSTA, CARVALHO, et al., 2011).

Todavia, o dnico estudo encontrado até o momento que mostra a associagdo de
peptideos com carbon dots é o estudo realizado por Yang e colaboradres em 2017. Esses
autores realizaram uma conjugagdo fisica (adi¢do pura de ambos reagentes) de peptideos
1IRGD (CRGKGPDC) em CDs (CDs-iRGD). Os CDs foram partir do tratamento hidrotérmico
da melamina, com emissdao de fluorescéncia no comprimento de onda deslocado para o
vermelho. As propriedades de luminescéncia, tamanho de particula, grupos funcionais,
estabilidade e compatibilidade dos iIRGD-CDs foram avaliados por diversas técnicas como
UV-vis, potencial zeta, FTIR , Microscopia Eletronica de Transmissdo, EDS e os de imagem
por fluorescéncia, bem com, estudos de distribui¢do em tecidos (microscopia confocal) foram
realizados para elucidar o efeito de direcionamento de tumor. Por meio dessas analises ou
autores concluiram que o peptideo iIRGD se dirige a tumores tendo inicialmente como alvo
receptores encontrados nas células tumorais, portanto, a conjugacdo dos CDs com esse
peptideo pode melhorar a penetracdo no tecido e apresentar uma permeabilidade especifica

nas células tumorais (YANG, WANG, et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Os objetivos gerais desse trabalho envolvem a preparacdao de nanoparticulas de carbono
fluorescentes, isto €, carbon dots, a partir do biopolimero celulose, sua funcionalizacdo com
o peptideo antimicrobiano ecPis-4s e a avaliacdo das suas propriedades antibacterianas e

antioxidantes.

3.2 Objetivo especificos

e Preparar carbon dots com alta concentracido de grupos funcionais oxigenados a partir

de reagdes de desidratacdo e oxidacao da celulose;

e Caracterizar os CDs com uma variedade de técnicas, incluindo FTIR, RMN 'H,

Difratometria de raios-X (DRX), microscopia de forca atdmica (AFM) entre outras;

e Avaliar as propriedades Opticas das nanoparticulas usando espectroscopia de absor¢ao

e fotoluminescéncia na regido do UV-vis;

e Ativar os grupos funcionais -COOH dos CDs com reacdes alternativas ao uso de
cloreto de tionila, usando como reagentes o  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)

carbodiimida (EDC) e acetato de etil-2-ciano-2-(hidroxiimino).

e Funcionalizar as nanoestruturas com o peptideo antimicrobiano ecPis-4s e caracteriza-
las com diferentes técnicas e avaliar as propriedades antimicrobianas, antioxidantes e

realizar estudo de Dicroismo Circular em meio mimético de membranas.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Neste topico serdo descritos todos os procedimentos experimentais realizados
nesta pesquisa. Primeiramente, serd descrita a metodologia de sintese dos CDs a partir do
biopolimero celulose bem como a estratégia implementada para a funcionalizacdo dessas
nanoparticulas com o peptideo ecPis-4s. Em seguida, serdo descritos todos os procedimentos
experimentais usados nas diferentes técnicas de caracterizagOes, incluindo técnicas
espectroscopicas, microscopias, dentre outras. Por fim, serdo descritos os dos ensaios para
avaliacdo das propriedades antimicrobianas e antioxidantes de todos os materiais preparados

para essa dissertagdo.
4.1 Materiais e Reagentes

O algoddo da marca Apolo® foi adquirido no comércio local, Acido nitrico (HNOs-
Neon Comercial®), Acido sulfirico (HoSO4-Dindmica Quimica®), 4cido cloridrico (HCI —
Vetec Quimica®), Hidréxido de sédio (NaOH-Cromato produtos Quimica®), Sulfato de
quinina (Dindmica®), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC - 191,7 g/mol.
Merck — Darmstadt, Alemanha), acetato de etil-2-ciano-2-(hidroxiimino) (oxima — Oxyma Pure®),
peptideo ecPis-4s (FFRHIKSFWKGAKAIFRGARQG-NH,, 2008,77 g/mol), aminoacidos-
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)) sintetizado pelo Laboratério de sintese e analise
estrutural de biomoléculas (LASEB), Diclorometano (CH.ClL —ISOFAR®), 2.2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH) — SIGMA-ALDRICH®, Alcool metilico P.A (Metanol) — VETEC®,
Acido Gilico — IMPEX®.

4.2 Sintese dos ecPis-4s

O peptideo usado nesse trabalho foi sintetizado e fornecido pelo LASEB, aqui
mostramos apenas um resumo da sintese. O peptideo antimicrobiano ecPis-4s
(FFRHIKSFWKGAKAIFRGARQG-NH:) foi sintetizado pelo método de sintese em fase
solida, usando 9- fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) conforme Chan & White (2000). Neste
procedimento, a sintese ocorre a partir da adicdo um derivado de aminoédcido em cada etapa
do acoplamento da cadeia peptidica, a qual estd ligada covalentemente a um suporte sélido
(resina) por meio do grupo regido carboxi-terminal. As etapas de acoplamento dos
aminodcidos foram realizadas empregando-se um excesso estequiométrico de trés a quatro
vezes, tanto para os derivados de aminoacidos quanto para os reagentes ativadores, 1,3-

diisopropilcarbodiimida (DIC) e 1-hidroxibenzotriazol (HOBt). Primeiro, a resina foi
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submetida a etapa de desprotecdo, ou seja, a remog¢ao do grupo protetor Fmoc, usando uma
solu¢do bdsica de 4-metilpiperidina (PIPE) em N, N’dimetilformamida (DMF) 25% (v/v).
Ap6s a desprotecdo, a resina foi lavada trés vezes por uma série alternada de 2 mL de DMF e
alcool isopropilico e por fim com 2 mL de diclorometano. Para a confirmacdo da desprotegao,
foi realizado o teste de Kaiser, ou teste de Ninidrina. Em seguida, foi realizado o acoplamento
do primeiro derivado de aminodcido (Fmoc-Gly-OH) na presenca dos ativadores HOBt e
DIC, solubilizados em 3 mL de solugdo DMF:DCM (2:1 v/v). Apds a reacdo, foram
realizados os procedimentos de desprotecao (remog¢do do grupo protetor Fmoc), lavagem em
trés etapas e confirmacdo da desprotecdo com o teste de Kaiser. Todas essas etapas foram
repetidas até que a sequéncia peptidica almejada fosse obtida. O tempo de acoplamento para o
primeiro residuo (Fmoc-Gly-OH) foi de 3 horas e, para os demais derivados de aminodcidos,
o tempo para reacdo de acoplamento foi de 2 a 2,5 horas . Ao final da sintese, a cadeia
peptidica é removida do suporte sélido, juntamente com os grupos protetores das cadeias
laterais, por meio de uma etapa de clivagem em meio dcido (TFA). Os reagentes utilizados na
clivagem foram definidos de acordo com os grupos protetores presentes na sequéncia
peptidica sintetizada. Detalhes experimentais podem ser encontrados na dissertacdo (SOUZA,

2019). A Figura 11 mostra um esquema resumido da sintese do peptideo ecPIS-4s.

Figura 11- Esquema resumido da sintese do peptideo ecPIS-4s.
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4.3 Sintese e funcionalizacao dos carbon dots de celulose
4.3.1. Sintese dos carbon dots

A preparacdo dos CDs foi realizada através da hidrdlise controlada da celulose
com 4cido sulftirico concentrado, seguida da oxidacdo com dcido nitrico. Os procedimentos
experimentais foram conduzidos conforme os trabalhos de Aradjo et al. (2016) e Alves et al
(2016), os quais foram baseados no trabalho de Peng et al (2009), com algumas
modificagdes. Neste procedimento, 5,0 g de celulose de algoddao foram dispersos
cuidadosamente em um béquer contendo 20 mL de H>SOs 98% (mol/L) aquecido, sob
agitacdo constante, até uma temperatura de 80 °C, com o auxilio de uma chapa aquecedora.
Ap6s 40 minutos, a reacdo foi interrompida pela adi¢do cuidadosa de 100 mL de 4gua
destilada e o material de carbono obtido foi filtrado a vdcuo e lavado por quatro vezes
seguidas com dgua destilada para a retirada do dcido em excesso. Em seguida, esse material
foi seco em uma estufa a 60 °C. Posteriormente, o material carbonoso foi disperso em 125 mL
de uma solu¢do de HNO3 (2,0 mol/L) e refluxado por 8 horas. Durante a rea¢do, observou-se
a mudanga da coloracdo da suspensao de preta para amarelo-amarronzada. Apds essa reacao
de oxidacdo foram adicionados, lentamente, aproximadamente 13,24 g de bicarbonato de
sodio para a neutralizacdo da solucdo. Finalmente, a solu¢do que apresentava uma
condutividade de 98 mS/cm foi dialisada contra dgua deionizada, usando uma membrana
Sigma® até uma condutividade constante de 25,7 uS/cm. No trabalho de Alves et al.,(2016) as
solucdes aquosas de CDs foram obtidas com uma concentragdo de 1 g/L. Aqui,

diferentemente, a concentrag@o obtida foi de 2,26 g/L.
4.3.2 Funcionalizacdo dos carbon dots

A reacdo de modificagdo superficial dos CDs foi planejada com base na
concentragdo de grupos funcionais superficiais oxigenados (mol/g), usando a titulagdo
potenciométrica que serd descrita a seguir. Neste sentido, 50 mg de carbon dots , ou seja,
0,000223 mol de grupos funcionais com carater acido (obtidos apds quantificacdo via
titulacdo potenciométrica) foram misturados com 0,03 g de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDAC) a 45 °C sob agitagcdo constante em um baldo de fundo chato de 25 mL.
Ap6s 30 minutos de reagdo, adicionou-se 0,02g de acetato de etil-2-ciano-2-(hidroxiimino)
(Oxyma Pure®- 142,11 g/mol). A reagdo foi conduzida sob as condi¢des supracitadas por

mais 3 horas, obtendo-se os “CDs ativados”. Na Figura 12 é mostrada uma representacao
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esquemadtica da reacdo de ativagdo dos grupos carboxilicos dos CDs com EDAC e Oxyma
Pure® (oxima).
Figura 12- Representacio esquematica da reacdo de ativacdo dos grupos

carboxilicos dos CDs.
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Ao mesmo sistema reacional contendo os “CDs ativados”, foi adicionado 1 mL de
uma solugdo preparada a partir de peptideo ecPis-4s 10 mg/mL. A adi¢do dessa solucdo foi
realizada em fracdes de 50 pLL com intervalos de 10 minutos entre cada adi¢do. Essa reacdo
prosseguiu por mais 4 horas apds a adi¢c@o de toda a solu¢do do peptideo. Por fim, a suspensao
obtida foi liofilizada e o material seco foi redisperso em diclorometano para remocdo do
excesso de reagentes e subprodutos da reacdo. A Figura 13 mostra a representacdo da reacao

de funcionalizag¢do dos CDs.

Figura 13- Representacio esquematica da etapa de funcionalizacio dos CDs com ecPis-4s.
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Peptideo (ecPis-4s)

CDs ativados CDs + ecPis-4s

4.4 Caracterizacao
4.4.1 Imagens digitais das suspensoes de CDs sob luz ambiente e UV

As imagens realizadas com auxilio de uma camera digital das suspensdes de carbon
dots foram obtidas, primeiramente, sob a luz ambiente e posteriormente, a mesma suspensao

foi submetida a uma luz UV de emissdao maxima em 360 nm.
4.4.2 Microscopia de for¢ca atomica (MFA)

A avaliagdo morfologica e do tamanho das particulas de CDs foram determinadas
com Microscopia de Forca Atdmica. Neste procedimento, uma gota da suspensdo de CDs
descrita em 4.3.2 foi depositada sobre uma placa de mica (1 cm?), clivada no momento da
deposicdo. Apds a evaporacdo da dgua presente na suspensao por meio de um dessecador, as
imagens foram obtidas em um equipamento da marca SHIMADZU, modelo SPM-9700. O
equipamento estd disponivel no laboratorio de pesquisas em Quimica do Vale do

Jequitinhonha (LABVALE) da UFVIM.
4.4.3 Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Para caracterizacdo dos grupos funcionais dos CDs com e sem funcionalizacio,

espectros FTIR foram obtidos na janela de 4000 a 400 cm™ e resolugdo 2 cm™. Os espectros
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mostrados neste trabalho foram obtidos com 64 varreduras em um espectrometro FTIR Cary

630 da Agilent, usando o acessorio de refletancia total atenuada (ATR).

4.4.4 Potencial Zeta ({)

O potencial zeta ({) das suspensdes de carbon dots de celulose e da amostra
funcionalizada com o peptideo foram determinadas sem adi¢do de tampao em pH 6,7, apds a
diluicdo adequada das suspensdes. Todas as medidas de potencial zeta foram realizadas em
um equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments®, GB) disponivel no laboratério
multiusudrio do Departamento de Farmdcia da Universidade Federal dos Vales do

Jequitinhonha e Mucuri.
4.4.5 Ressondncia magnética nuclear

Os espectros de RMN de 'H do peptideo livre, CDs e CDs funcionalizados com o
peptideo foram registrados usando um espectrometro NMR 400 MHz da Bruker (Suica)
operando a 400,28 MHz para 'H disponivel no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Minas Gerais. As amostras foram suspensas em uma mistura de H>O/D>O (90/10,
v/v) contendo 10 mM de 2,2-dimetil-2-silapentanossulfonato (DSS) como referéncia interna’’.
Todos os espectros de RMN unidimensionais (1D) foram registrados usando uma sonda
padrio de 5 mm de "H/'*C a 20 °C e processados usando o software Topspin 3.1 desenvolvido
por Bruker BioSpin®. Os espectros de 'H foram adquiridos com supressio de dgua usando
técnicas de pré-saturagdo com e programa de pulsos zgcppr. A largura espectral foi de

6103,52 Hz para todas as amostras.
4.4.6 Composicdo elementar

A composicao elementar dos nanomateriais foram determinadas pela técnica de
energia dispersiva de raios X (EDS) da Oxford Instruments® modelo SwiftED3000, acoplado
ao microscopio eletronico de varredura HITACHI® modelo TM3000 (bench top). Os valores
obtidos sdo uma média de trés medidas em diferentes regides da amostra com tensdao de 15

KV.
4.4.7 Titulagcdo Potenciométrica

As curvas de titulagdo potenciométrica foram obtidas a 25 °C, sob atmosfera

inerte (purga com N»), utilizando eletrodo de pH modelo N6280 (SCHOTT), acoplado a um
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titulador automatico SCHOTT (TitroLine 7000), disponivel no Departamento de Quimica da
UFVIM. A uma célula de vidro foram adicionados 2,2 mL da solu¢do de CDs (2,26 g/L) e
20 mL de uma solucdo de HCI (preparada com auxilio de pH-metro até que o pH da solucao
estabilizasse em 2,8). Esta solugdo € titulada em seguida com uma solu¢do de NaOH (0,065
mol/ L), com baixissima concentracdo de CO», preparada a partir da diluicdo de uma solugdo
de NaOH 15 mol/L em 4gua fervente e padronizada com a com biftalato de potdssio. Ambas
as solugdes tiveram suas forcas idnicas ajustadas para 0,1 mol/L. com NaCl. Apds a obtencao
dos dados experimentais (pH e volume de titulante), os grupos funcionais 4cidos
(concentragdo e forca 4cida - pKa) presentes na superficie dos materiais sdo estimados
segundo o método descrito por Alves et al. (2016), o que € baseado na resolucdo da equacdo

1.

+ ¥ .l + Kw il ) K . (1)
V.IH )=V, -V, )Ch H7] - Fo+V)-N(V. —-TF h— _En
f( i |: ]r) ( i H!a) +{[ ]r [H_ }( 0 :) ;-:( Hi H{“_l)(' Hmn +[Fr ]I-

H

Para a resolucdo desta equacdo € necessario fornecer os valores de pH e volume
de titulante adicionado (V;), o volume inicial presente na célula de titulagdo (Vp), o valor de
K, na respectiva forca idnica, o nimero de grupos funcionais estimados (n) bem como seus
respectivos valores de Kua, (constante de ionizacdo acida) € Vua, (volume de equivaléncia do
grupo funcional &cido). Através do método matemdtico de Levenberg-Marquardt como
descrito por Gorgulho et al.(2008), sendo determinados os dois udltimos pardmetros a

representacdo da for¢a dcida dos grupos funcionais e as respectivas concentracao.
4.4.8 Difracdo de Raios-x (DRX)

A estrutura cristalina dos CDs foi analisada através dos difratogramas de raios-X.
Os dados foram obtidos em um difratdmetro XRD6000, Shimadzu®, disponivel no
Departamento de Quimica da UFVIM, usando radiagdo Cu-Ka (A = 0,154 nm) filtrada com
Ni, tensdo de 30 kV e corrente de 30 mA. Os dados de difragcdo de raios X foram de 10 a 80°

20 com velocidade de varredura igual a 1° por minuto.
4.5 Propriedades 6pticas

4.5.1 Espectroscopia de absor¢cdo molecular (UV-vis)



52

A espectroscopia UV-vis foi realizada com a utilizagdo de um espectrofotdmetro
Varian®, modelo Cary 50, disponivel no Departamento de Quimica da UFVIM. As medicdes
para a determinacdo da absortividade molar das solu¢des de CDs e peptideo foram realizadas
utilizando células de quartzo de 1,0 cm e os espectros foram obtidos na regido espectral do
UV-Vis de 200 a 800 nm. Para a determinacdo da absortividade (g), foram utilizadas
diferentes concentracdes das solu¢des de carbon dots e de CDs modificados com peptideos. A

absortividade' pode ser quantificada pela lei de Lambert-Beer através da relacdo (Equagio 2):

I
A= _].Dglc. (E) — E.'IC (2)

Onde I e Ip representam respectivamente a intensidade de luz detectada e fornecida pela fonte,
€ representa a absortividade molar, | o percurso 6ptico, ¢ a concentragdo da amostra e A

absorbancia.
4.5.2 Espectroscopia de fotoluminescéncia

Os espectros de fotoluminescéncia foram obtidos usando o equipamento
Molecular Devices / SpectraMax® do Laboratério de Pesquisas Clinicas do Departamento da
Farmadcia da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri.

Para calcular o rendimento quantico, as solu¢des de CDs foram preparadas nas
concentragdes de 0,002 g/L, 0,015 g/L, 0,06 g/L, 0,03 g/L. Para as amostras de CDs
funcionalizados, foram utilizadas concentracdes de 0,001 g/L, 0,0000125g/L e 0,0000025g/L.
Para determinagdo do rendimento quantico fotofluorescéncia, usaram-se os valores de
absorbancia em 360 nm e a intensidade de fluorescéncia integrada sob excitacdo neste mesmo
comprimento de onda. Dessa forma, o rendimento quantico da fotofluorescéncia da amostra
foi obtido em comparacio com os resultados de uma amostra padrio (sulfato de quinina), ou
seja, com ¢ ja definido, por meio da equacdo 3:

bep = dsg (Sﬂ) ("ﬂ) 3)

Ssq 7 Sq

Na equacgdo 3, @ representa o rendimento quantico, S a inclinacio da reta obtida,
N € o indice de refracdo do solvente. Os subscritos CDs, SQ sdo, respectivamente, os carbon

dots e o padrao utilizado (sulfato de quinina).

! Neste trabalho foram utilizadas concentragdes em g/L.
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4.6 Dicroismo Circular

As andlises foram realizadas em um espectropolarimetro da JASCO® J-810
(Téquio-Japdo) equipado com sistema de controle de temperatura Petier Jasco® PFD425S,
disponivel no Departamento de Quimica da UFMG. As andlises de dicroismo circular foram
realizadas em janela espectral de comprimentos de onda de 190 a 260 nm, a 25 ° C, utilizando
uma cubeta de quartzo com percurso 6ptico de 1 mm. Os espectros ficaram com largura de
banda de 1 nm e a leitura da elipticidade foi realizada a cada 0,5 nm. Para cada amostra,
foram realizadas cinco varreduras consecutivas. Como o modelo mimético de membrana,
foram usadas vesiculas lipidicas unilamelares grandes (LUV). A preparacdo destas LUVs foi
realizada utilizando os fosfolipidios 1-palmitoil-2-oleilfosfatidilcolina (POPC) e 1-palmitoil-
2-oleilfosfatidilglicerol (POPG) em solucao tampao de Tris-HCIl a 20 mM, pH 8,5, conforme
a metodologia de hidratacdo do filme lipidico proposta por Kirby & Gregoriadis (1984) e
utilizado por Torres et al.(2018) e Souza(2019).

4.7 Ensaios de atividades antibacterianas

Foram utilizadas cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), bactéria Gram-
negativa, e Staphylococcus aureus (ATCC 29313), bactéria Gram-positiva, utilizando como
referéncia a metodologia dos testes de sensibilidade a agentes antimicrobianos por diluicdo
para bactéria de crescimento aerébico (ANVISA, 2003; NCCLS, 2012). Os microrganismos
foram cultivados no laboratério de Doencas Parasitarias do Departamento de Farmdacia da
UFVJM em Diamantina, MG. Inicialmente, para obtengao das células bacterianas utilizadas
nos experimentos, foi realizada a padronizacido da suspensao bacteriana conforme descrito no
manual do CLSI (2006). A partir de uma cultura de 24 horas em meio BHI (Brain Heart
Infusion) so6lido, foram retiradas colOnias isoladas e posteriormente resuspendidas em solucao
salina (NaCl) 0,09% (m/V) estéril até atingir turvacdo igual a suspensdo do tubo
correspondente a 0,5 da escala de McFarland. Em seguida, foi verificada a concentragdo de
microrganismos por leitura espectrofotométrica (Femto®) a 620 nm, onde a faixa de
absorbancia deve se encontrar entre 0,08 a 0,1, resultando, assim, em uma suspensao
contendo aproximadamente de 1 a 2 x 10® UFC/mL (unidades formadoras de colonia/mL).
Logo apos, foi realizada uma diluicdo na propor¢ao de 1:10 em caldo Mueller-Hinton da
Kasvi® e obteve-se uma suspensio de 1,0 x 107 UFC/mL. Em seguida, os pogos da
microplaca de 96 pogos (Global®) foram preenchidos com 50 uL da suspensio e acrescidos de

mais 50 pL da suspensdo bacteriana padronizada. O cloranfenicol (MM: 323,132 g/mol)
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(antibiético convencional) da Sigma-Aldrich® foi utilizado como padrdo para controle de
morte celular (controle positivo) na concentragdo de 30 pg/mL (92,8 pumol/L). Ao final da
confeccao das microplacas, estas foram submetidas a agitacdo por 20 minutos em agitador
orbital (Fanem®. As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. As
concentracdes das amostras empregadas no ensaio de atividade antibacteriana estdo
detalhadas na Tabela 2. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Tabela 2- Concentracao das amostras em g/l utilizada no ensaio antibacteriano para as

amostras de CDs funcionalizados, peptideo e dos carbon dots, respectivamente.

CDs funcionalizados (g/L) peptideo ecPis-4s (g/L) carbon dots (g/L)
0,169 0,169 0,339
0,085 0,085 0,170
0,042 0,042 0,085
0,021 0,021 0,042
0,011 0,011 0,021

Apds 22 horas em uma estufa com a temperatura controlada de 37° C foram
adicionados a cada po¢o 30 pL de uma solu¢do de 0,01% (m/v) de corante 7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona-10-6xido — Resazurina (Sigma®). Em seguida, esta solucdo foi colocada por
20 minutos sob agitacdo magnética e posteriormente reincubada por mais 2 horas na auséncia
de luz, para o desenvolvimento de coloracdo que foi observada. O crescimento ou a morte
celular das bactérias € indicado pela alteracdo de cor. A mudanga de coloracao do meio, de
azul para rosa, indica que ndo houve crescimento dos microrganismos. Além disso, foram
realizadas medidas espectrofotométricas utilizando uma Multileitora Spectramax Paradigm
Molecular Devices®, LLC (Sunnyvale, CA, USA) efetuadas em Amax= 620 nm, para obtencio
da concentracdo inibitéria minima (MIC), que é definida como a menor concentracdo de

amostra que pode inibir completamente o crescimento de microrganismos.
4.8 Ensaios de atividade antioxidante.

Em uma microplaca de 96 pogos foram adicionados 244 uL de 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH® - 60 uM), em ambiente escuro e, em seguida, adicionou-se uma
aliquota de 6 pL de cada diluicao das amostras (mesmas concentragdes utilizadas na atividade
antibacteriana, porém diluidas em metanol) e do padrdo acido gélico, obtendo um volume
final de 250 pL. Uma amostra controle, contendo somente o reagente DPPH®, também foi
preparada para andlise dos resultados. A placa foi mantida a temperatura ambiente e ao abrigo

da luz por um periodo de 30 minutos. Apods este intervalo de tempo, foi realizada a leitura das
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absorbancias do meio reacional a 515 nm em leitor de microplacas Spectramax®, utilizando

metanol como branco.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste topico serdo apresentados os resultados obtidos com as diferentes técnicas
de caracterizacdo e respectivas discussdes sobre a morfologia, estrutura e quimica superficial
das nanoparticulas de carbono preparadas a partir da celulose de algoddo, antes e apds a
funcionalizacdo com o peptideo ecPis-4s. Em adi¢cdo, serdo apresentados os resultados de
algumas potenciais aplicacdes do material obtido como a atividade bioldgica para diferentes
microrganismos patdgenos e atividade antioxidante.

4.1 Caracterizacio dos carbon dots.

Uma das caracteristicas mais fascinantes dos CDs sdo suas propriedades opticas,
principalmente as propriedades fotoluminescentes. Dessa forma, a primeira evidéncia da
obten¢ao de carbon dots € a observacdo dessa propriedade apds a incidéncia de radiacao UV
sobre a suspensao aquosa das nanoparticulas. Na Figura 14 encontram-se as imagens digitais
obtidas para as suspensdes de CDs sob a luz ambiente e luz UV (A de emissdao maxima de 360
nm). Enquanto a suspensdo de CDs apresenta-se com coloracdo amarelo-amarronzada sob luz
ambiente, sob a luz UV observa-se a emissdo da suspensdo na regido verde do espectro

eletromagnético.

Figura 14- Imagens digitais das solucdes (a) Luz ambiente (b) luz UV (Ans=365 nm).

Uma vez verificada a propriedade 6ptica tipica dos CDs, imagens de Microscopia
de Forca Atomica (MFA) foram obtidas (Figura 15). Pode ser observada uma alta
concentragdo de pontos com didmetros que variam desde 200 nm (seta vermelha, tipica de
aglomerados de nanoparticulas de CDs) até particulas com diametros inferiores a 50 nm
(regido circundada em azul). A partir de varias medidas de altura das particulas menores foi

obtido um tamanho médio de aproximadamente 4 nm.
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Figura 15- Imagens de microscopia de forca atomica da solucao de carbon dots.
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A caracterizagdo da estrutura cristalina do CDs foi feita usando dados de difracao
de raios-X. Na Figura 16 sdo mostrados os difratogramas de raios-X para as amostras de
celulose de algodao e CDs. O difratograma de raios-X da amostra de algoddo € tipico de
celulose, com picos bem definidos em 22,5° (200) e 34,5° (040) 26 (SUGIYAMA, VUONG e
CHANZY, 1991). Apds as reacOes de desidratacdo e oxidagdo, a estrutura cristalina da
celulose ndo € mais observada e um difratograma tipico de material de carbono ndo cristalino

¢ obtido (Figural6 (b)) Os picos intensos observados no difratograma sdo do porta amostra de

aluminio.

Figura 16- Difratogramas de raios-X obtidos para as amostra de celulose de algodao antes(a) e

apos as racoes de desidratacao/oxidacao, (b) CDs.
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No difratograma da amostra de CDs, pode ser observado um pico em 26° 20,
correspondente ao plano [002] de material com ordenamento grafitico. A baixa intensidade e
a largura deste pico sugerem tanto a presenca de material ndo cristalino como também a
presenca de cristalitos muito pequenos. Assim, foi estimado o tamanho de cristalito usando a

equacgdo de Scherrer para particulas esféricas (Equacgado 4).
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Em que B é o tamanho médio dos cristalitos, € a largura a meia altura do pico de
difracdo, em radianos, 0 € o angulo de Bragg e A o comprimento de onda da radiagdo X.
Detalhes da obtencdo dos pardmetros da equacdo podem ser observados na Figura 17 (a) e
Figura 17(b).
Figura 17- Detalhes da manipulacdo dos dados de difracio de raios-X para obtencao dos
parametros 3 e 0 da Equacao 4.1 para determinaciao do tamanho do cristalito dos CDs. a) linha

de base e b) posicoes onde foram obtidos os valores de 3 e 0.
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A média de tamanho dos cristalitos, obtida com a Equacdo 4, foi de 0,80 nm. Este

resultado sugere a presenca de nanoestruturas de carbono cristalinas ou com nicleo (do inglés
core) cristalino, uma vez que o tamanho médio das particulas obtidas neste trabalho utilizando
o MFA foi de 4 nm. Em adi¢do, medidas usando Microscopia Eletronica de Transmissdao de
alta resolu¢do mostraram um tamanho médio de 2,7 nm para esta metodologia experimental
de obtencdo de CDs (ALVES, CASTRO, et al., 2016). De fato, os resultados obtidos em
outros trabalhos mostram tanto a presengca de estruturas cristalinas quanto ndo cristalinas

(ARAUJO, OLIVEIRA , et al., 2016).

Durante a sintese dessas nanoparticulas, ocorreu um conjunto de reacdes que
levaram a formagdo das nanoestruturas de carbono. Na reagcdo com 4cido sulftirico ocorre,
entre outras reacoes, a desidratagdo do carboidrato, que leva a aromatizagao/carbonizacio do
precursor. Ja na reacdo com HNOj3, o material carbonoso sofre um forte ataque oxidativo que
leva a fragmentacdo da estrutura, com inser¢do de grupos oxigenados na superficie dos

fragmentos, formando nanoparticulas de CDs altamente hidrofilicas (ALVES, CASTRO, et
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al., 2016). Na Tabela 3, os resultados da composi¢do elementar, obtidos a partir de

Espectroscopia Dispersiva de Raios-X mostram uma concentragdo relativa na amostra.

Tabela 3- Composicao elementar relativa entre C, N e O obtido para a amostra de CDs.

Elemento Composicio elementar relativa / % em massa
Carbono 37

Nitrogénio 12

Oxigénio 51

Na Figura 18(a) é mostrado o espectro de absorcdo no Infravermelho da celulose
de algoddo. A banda em 3390 cm é atribuida 2 vibracdo de estiramento O-H, as bandas
centradas em 2900 e 1431 cm™ caracteristicas do estiramento C-H e deformagio de grupos -
CHo, respectivamente. J4 as bandas na regido de 1100 cm™ sdo atribuidas a estrutura sacaridea
(presenga de grupos funcionais aldeidos e cetonas). A Figura 18(b) mostra o desaparecimento
das bandas tipicas da celulose, em especial da estrutura sacaridea, apds os tratamentos acidos.
Pode ser observada também a banda de O-H (~3300 cm™) alargada. Este perfil sugere a
presenca de ligacdes de hidrogénio e € tipica de dcidos carboxilicos. Observam-se ainda duas
bandas mais intensas, uma centrada em 1560 cm™ e outra em 1362 cm™. Apesar de centrada
em 1560 cm’, a primeira banda alarga-se entre 1500 e 1850 cm™. O alargamento nessa regido
sugere uma sobreposicdo de bandas que € caracteristica de uma superficie complexa, com a
presenca de diferentes grupos funcionais carbonilicos além, é claro, da absor¢@o de estruturas
aromaticas. A presenca de um ombro em 1730 cm™ pode ser atribuida a presenca de grupos
funcionais carboxilicos. Além disso, devido ao uso de HNOj3; na preparagao dos CDs, é
esperada a presenca de grande quantidade de grupos nitro (-NO3), além da presenga de grupos
funcionais éter, que sdo comuns em reacOes de desidratacdo da celulose (SOUZA,
MESQUITA, et al., 2016). Esses dois grupos funcionais podem ser os responsaveis pelas

absorg¢des ao redor de 1362 e 1050 cm™'.
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Figura 18- a) Espectros FTIR para celulose de algodao e b) CDs obtidos a partir da

desidratacao/oxidacao deste material.
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Apés a andlise qualitativa realizada por meio da técnica de FTIR, os grupos
funcionais foram quantificados a partir de titulacdo 4cido-base, uma vez que muitos grupos
funcionais, principalmente os oxigenados (carboxilicos e fendlicos), apresentam acidez de
Brgnsted. Para essa caracterizagdo quantitativa foi utilizada a titulacdo potenciométrica e os
valores de constante de acidez e concentracdo foram obtidos apds o tratamento dos dados por
um método ndo linear. Esta metodologia € necesséria, pois a curva de titulagdo ndo apresenta
as tipicas inflexdes devido a heterogeneidade da superficie e as baixas concentragdes relativas
(MESQUITA, MARTELLI ¢ GORGULHO, 2006) (GORGULHO, MESQUITA, et al.,
2008). Na Figura 19 sdao mostradas as curvas de titulacdo obtidas para a solu¢cdo de HCI e HC1
+ CDs. Pode ser verificada na titulacdo da amostra de CDs a diminui¢do da inclinagdo e
defini¢cdo no ponto de equivaléncia sugerindo a presenca de grupos funcionais dcidos com
diferentes forcas. Como esperado, a curva ndo apresenta as tipicas inflexdes observadas nas
titulagdes como, por exemplo, as de acidos inorganicos poliproticos. Na Tabela 4 sdo
mostrados os resultados obtidos apds o tratamento dos dados usando a resolu¢do da equagdo 1

relatada anteriormente.
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De acordo com esses dados, o total de grupos funcionais 4cidos € igual a 4,55
mmol/g de carbon dots. Em geral, nos materiais de carbono, os pK.'s entre 2,0 e 6,0 sdo
tipicamente atribuidos a grupos carboxilicos enquanto os pK,’s entre 6 ¢ 8 s3o atribuidos a
grupos 4cidos formados pela hidrélise de ésteres ciclicos (grupos lactona) em meio dcido ou
base, pKa’s maiores que 9 sdo atribuidos a grupos fendlicos (GORGULHO, MESQUITA, et
al., 2008). Uma vez que 2,73 mmol/g, ou seja, aproximadamente 60% tem pKa
correspondente a grupos carboxilicos. Assim, conclui-se que esses grupos sao 0s principais
responsdveis pelo potencial zeta de -50,5 mV.

Figura 19- Curvas de titulacao potenciométrica obtidas para a solucao de HCI e HCI+CDs.
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Tabela 4- Propriedades acido-base, o logaritmo da constante de acidez (pK.) com a respectiva

quantidade de grupos dos grupos funcionais acidos, dos carbon dots derivados celulose.

Concentragao dos

PKa grupos funcionais (mmol/g)
4.2 1,78
5.7 0,95
7.2 0,40
9.0 0,14
Total 4.55

O espectro de RMN de '"H mostrado na Figura 20 revela a presenca de sinais
caracteristicos de diversos grupos funcionais. A regido entre 0,5 € 3 ppm estd associada a
prétons ligados a carbonos sp®, a regido entre 3 e 4 ppm, a prétons ligados a carbonos o ou a
grupos hidroxila, éter e/ou carbonilico (HC-CO), e entre 6 € 10 ppm, aos protons aromaticos

ou ligados a carbonos sp? e prétons aldeidicos (DEA e KARAK, 2013). No geral os
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resultados obtidos entre as diferentes técnicas de caracterizacdo sdo complementares e
mostram que os CDs obtidos apresenta uma estrutura complexa composta por diferentes
grupos funcionais, principalmente oxigenados.

Figura 20- RMN 'H obtidos para os carbon dots preparados a partir de celulose de algodao

utilizando o padrao DSS (10 mM) e amostras suspensas em uma mistura de H,O/D,0O

(90/10, v/v).
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As propriedades dpticas dos CDs foram caracterizadas por espectroscopia de
fotoluminescéncia e absor¢do na regido do UV-vis. Em geral, devido a heterogeneidade da
quimica superficial e a diversidade no tamanho das particulas, as propriedades Opticas dos
carbon dots sao complexas (DAS , BANDYOPADHYAY e PRAMANIK, 2018). Porém,
varios trabalhos relatados anteriormente, como o de (SOUZA, MESQUITA, et al., 2016)
mostram que os CDs absorvem em uma ampla faixa de comprimento de onda que se estende
desde a regido visivel até a regido ultravioleta do espectro eletromagnético.

Na Figura 21(a) pode-se observar no espectro UV-vis dos CDs uma inflexdo em
torno de 300 nm, que foi atribuido as transicdes n>n* do cromoforo (parte da molécula
responsdvel pela absor¢do da luz) carbonilas (C=0) de diferentes grupos funcionais
distribuidos pela estrutura dos CDs, além de uma forte absor¢do em torno de 250 nm devido a
transicdo m->7m* caracteristica de C=C de aromadticos. A absortividade ou coeficiente de

extingdo € caracteristica de uma substiancia em um dado meio para um comprimento de onda
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(A) especifico, ou seja, é a indicacdo da quantidade de luz absorvida em um dado
comprimento de onda. Neste trabalho a absortividade (¢) apresentou um valor de 9,3+0,2 e
16,940,4 L g'lcm em A = 290 e 220nm, respectivamente. Estes valores foram obtidos a partir
do coeficiente angular das retas representadas na Figura 21(b). Apesar de pouco explorada, a
boa capacidade de absor¢cdo de radiacdo UV aliada a sua relativa baixa toxicidade, torna os
CDs potenciais em aplicacdes que necessitam de barreiras para este tipo de radiacdo (FENG,

ZHAQO, et al., 2017).

Figura 21-a) Espectros UV-vis dos CDs com diferentes concentracoes (b) Absorbancias nos

comprimentos de onda de 220 e 290 nm.
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A fluorescéncia dos carbon dots € a propriedade que tem atraido o interesse dos
pesquisadores ao redor do mundo. Segundo a literatura (BAKER e BAKER, 2010) a
fluorescéncia mais intensa e mais Uutil € encontrada em compostos contendo grupos
aromdticos funcionais com transi¢cdes (m—7*), mas, para os carbon dots, acredita-se que a
emissdo de fétons ocorre principalmente devido a heterogeneidade dos grupos funcionais na
superficie dos CDs. A presenca destes grupos introduz estados de aprisionamento, ou seja,
“armadilhas”. Enfim, a heterogeneidade de tamanho e diversidade de grupos funcionais

justificam o deslocamento do pico de emissao (Figura 22).

Figura 22- Efeito da excitacdo no comprimento de onda na usando solucoes de CDs na

concentracao de 3,95 g/ L.
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Neste trabalho o rendimento quantico (@), ou seja, a eficiéncia de fluorescéncia foi
calculada a partir dos dados obtidos de absorbancia e fluorescéncia integrada das amostras de
CDs ap0s excitacdo em 360 nm como descrito na se¢do 4.3.2. O padrdo utilizado para o
célculo foi o sulfato de quinino em solu¢do de 4cido sulfirico que apresenta um rendimento
quantico igual a 54% segundo (RURACK, 2011). Na Figura 23 em (a) e (b) podem ser
visualizados os espectros obtidos para o padrdo de sulfato de quinino, enquanto os resultados
mostrados em (c) e (d) foram obtidos para a solucdo de CDs. A partir da regressdo linear das
curvas mostradas na Figura 23 (e) usando a equacdo 3 o rendimento quantico obtido foi de

0,92 %.
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Figura 23- Espectros de absor¢ao no UV-vis (a) obtidos para o sulfato de quinino em diferentes
concentracoes e (b) para os CDs. Espectros UV-vis (c) de fluorescéncia, com excitacao em 360
nm em diferentes concentracoes para o sulfato de quinino e (d) obtido para os CDs em diferentes
concentracoes (e¢) Curvas de fluorescéncia integrada versus absorbancia em 360 nm usado na

estimativa do rendimento quintico.
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Na Figura 24 é mostrada uma representacao da sintese e dos CDs de celulose de
algoddo. Apds sintese, e a partir dos resultados das caracterizagdes realizadas, os CDs obtidos
apresentaram tamanhos inferiores a 10 nm, uma alta concentragcdo de grupos funcionais dcidos
(total de grupos funcionais 4cidos — 4,55 mmol/g), especialmente carboxilicos, e baixo
rendimento quantico de fluorescéncia.

Figura 24- Esquema simplificado da reacdo de sintese dos CDs.
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4.2 Modificacdes quimicas e funcionalizacido dos carbon dots.

Apdés as caracterizagdes quantitativas e qualitativas dos grupos funcionais
oxigenados, foi possivel realizar a funcionalizacido destes carbon dots por meio de ligacdes
covalentes, ou seja, ligacOes amidicas. A associacdo dessas nanoparticulas de carbono com o
peptideo antibacteriano apresenta intimeras vantagens, uma vez que possibilita o
desenvolvimento de (bio)nanoestruturas com propriedades multifuncionais (COSTA,
CARVALHO, et al., 2011).

A modificagdo quimica da superficie dos CDs foi realizada por meio de uma
ligacdo covalente com o peptideo ecPis-4s baseado no método descrito por Torres e
colaboradores (funcionalizacio de nanoparticulas de alumina) (TORRES, BRAGA, et
al.,2018). Nessa modificag¢do, foi usado um método alternativo ao método de imobilizagao
quimica de peptideos por meio da formacao de ligacdes amidicas com os grupos funcionais,
principalmente carboxilicos, presentes na superficie das nanoparticulas de CDs

Primeiramente, os grupos funcionais oxigenados foram ativados via reacdo com

EDAC. O EDAC € uma carbodiimida solivel em dgua, usado comumente como um agente
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de ativacdo de carboxila para o acoplamento de aminas primdrias. Ele tem sido usado na
sintese de peptideos, reticulacdo de proteinas com &4cidos nucleicos e preparacdo de
bioconjugados, além disso, € frequentemente usado em combinacdo com N-
hidroxisuccinimida para a imobilizacdo de biomoléculas (SHEEHAN, CRUICKSHANK e
BOSHART, 1961) (NAKAJIMA e IKADA, 1995).

Na reacdo com os carbon dots, foi sugerido que, primeiramente, os hidrogénios de
grupos carboxilicos fossem abstraidos pelos pares de elétrons ndo ligantes do nitrogénio mais
reativo na molécula do EDAC, formando carboxilatos, que posteriormente atacam o carbono
da carbodiimida originando a O-acilisouréia, um intermedidrio bastante reativo. (Figura 25).

Figura 25- Representacdo de formacdo do intermediario O-acilisouréia, sendo R= cadeia

carbonica pertencente ao CDs.

“ | O-acilisouréia

Em seguida, foi adicionado ao meio reacional o reagente acetato etil-2-ciano-2-
(hidroxiimino), denominado neste trabalho como oxima. Esse reagente ¢ um sélido branco
solivel em muitos solventes comuns na sintese de peptideos, como o diclorometano ou
a N,N’dimetilformamida. Ele € utilizado como aditivo para as reagdes com carbodiimidas,
pois ele atua como um reagente neutralizante para a basicidade ou nucleofilicidade dos
compostos contendo carbodiimidas devido a sua acidez (pKa 4,60), ja que € capaz de inibir as
reacoes laterais indesejadas catalisadas por bases, em particular as polimerizacdes
(SUBIROS-FUNOSAS , PROHENS e BARBA, 2009). Em comparagio com os reagentes
amplamente utilizados em sintese de peptideos como os derivados de benzotriazol como 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt) e 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt), a oxima apresenta como
vantagem o fato de ndo ser explosiva, por apresentar uma decomposi¢do térmica lenta ao ser
aquecida, além de apresentar facilidade no manuseio e uma eficiéncia superior no

acoplamento (EL-FAHAM, AL MARHOON, et al., 2013).

Na reagdo, acredita-se que o carbono carbonilico do intermedidrio O-acilisouréia

sofre um ataque nuclefilico realizado pelos pares de elétrons disponiveis do oxigénio da



68

oxima, originando assim, outro intermedidrio e posterior, formacdo de um grupo éster

consideravelmente estdveis (Figura 26).

Figura 26- Ataque nucleofilico ao carbono carbonilico do intermediario O-acilisouréia, sendo

R;acadeia carbonica pertencente a oxima.
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Finalmente, apds o tempo necessario para formagdo dos intermedidrios reativos,
o peptideo ecPis-4s, foi adicionado ao sistema reacional. Devido a maior reatividade, ao
combinar esses reagentes, o grupo amino livre da porcdo N-terminal do ecPis-4s realiza um
ataque nucleofilico ao carbono carbonilico do éster anteriormente formado. Uma vez que o
composto formado nesta reagao é estericamente impedido, os rearranjos que seriam formados
pelas cadeias laterais sao dificultados e a ligacdo amidica entre o CDs e o peptideo é enfim

formada (Figura 27).

Figura 27- Formacao da ligacao amidica entre CDs ativados e o peptideo ecPis-4s.
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Resumidamente, apds a ativacdo das carboxilas, os carbon dots foram
funcionalizados com o peptideo, jd que a reacdo com o EDAC e oxima gerou uma interface
adequada na superficie dos CDs. O éxito dessa funcionalizacdo foi avaliado neste trabalho por
meio técnicas de caracterizacdo tais como FTIR, titulagdo potenciométrica, potencial zeta,

RMN e espectrometria no UV-vis.
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4.3 Caracterizacoes dos CDs funcionalizados

Com intuito de verificar o sucesso da funcionalizacdo dos carbon dots, foi
realizada primeiramente as caracterizacdes qualitativas. Os CDs funcionalizados foram
denominados neste trabalho como CD@ecPis-4s. A primeira evidéncia do sucesso da
funcionalizacdo foi obtida a partir de medidas de potencial zeta. Como ji discutido
anteriormente, a presenca de grupos funcionais dcidos, tais como —COOH faz com que o
potencial zeta das nanoparticulas de carbono seja de -50 mV. Apds a reagdo com o peptideo, o
qual apresenta um potencial zeta de +16,9 mV, o potencial zeta dos CD @ecPis-4s passa para
-23,4 mV. A origem positiva do potencial zeta do peptideo estd relacionada ao caréter
cationico nos residuos de aminoidcidos como arginina (R), lisina (K) e histidina (H)
destacados em azul na Figura 28, que apresentam grupos funcionais guanidina (R), amino (K)

e anel imidazolico (H), que encontram predominantemente protonados em pH menor que 6,0.

Figura 28- Residuos de aminoacidos positivos presentes no ecPis-4s.

A Figura 29 (a) mostra os espectros na regido do infravermelho obtidos para os
CDs, CD@ecPis-4s e o peptideo ecPis-4s. No espectro do peptideo podem ser verificadas
tipicas bandas de amida I (vibracdo de deformacdo axial de carbonila C=0) e amida II
(vibragdo de deformagdo angular simétrica de N-H) em 1647 e 1529 cm’!, respectivamente.
Entre 1200 e 1080 cm™, além da deformacdo axial de grupos C-O, as absor¢des decorrentes
de C-N caracteristicas de aminas alifaticas como no residuo de glicina (G). J4 no espectro da
mistura covalente, pode ser verificada a presenca de bandas tanto do ecPis-4s quanto do CD.
Pode ser destacado, por exemplo, as absor¢des em 1360 € 1050 cm™. A primeira, presente
somente no espectro do CD e a segunda muito mais intensa no espectro do peptideo. A
presenca do grupo funcional amida, grupo funcional responsavel pela ligacdo da biomolécula
na superficie dos CDs, € claramente observada no espectro por meio das absor¢des em 1638 e
1560 cm!. Em adigdo, a evidéncia da funcionaliza¢do pode ser indiretamente relacionada ao

estreitamento da absor¢do em 3340 cm™, a qual sugere uma diminuigdo das ligacdes de
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hidrogénio na amostra de CD apés a funcionalizacdo, indicando a diminui¢do de grupos

funcionais tais como hidroxila e principalmente carboxila.

Figura 29- Espectro no infravermelho dos CDs, do CDs + Peptideo (CD

funcionalizados), peptideo ecPis-4s.
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A funcionalizacdo dos CDs foi também analisada usando ressoniancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN 'H). Os espectros obtidos para as trés amostras s3o mostrados na
Figura 30.

Figura 30- Espectros RMN 'H obtidos para os, carbon dots funcionalizados (CDs-(ecPis-ds) ,
peptideo ecPis-d4s, carbon dots (CDs). Sendo hidrogénios de carbonos sp3 (H-C(sp3)) e

hidrogeénios ligados a carbonos alfa (H-Ca).
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O espectro da amostra do ecPis-4s mostra os tipicos sinais observados em outros
trabalhos. Souza (2019) relata a dificuldade da andlise dos sinais do peptideo, devido ao
grande nimero de prétons por residuos de aminodcido causando a sobreposi¢do de sinais de
ressonancia 'H em uma dada faixa de frequéncia, sendo necessdria a utilizagdo de espectros
de correlacdo bi ou tridimensionais. Com relacdo aos hidrogénios de carbonos sp® podemos
citar os grupos metila e isoleucina, os hidrogénios ligados a carbonos o presentes, entre
outros, em residuos de lisina, serina e histidina e os H aromdticos estdo presentes nas
estruturas do triptofano e histidina. Neste trabalho a utilizagdo da técnica de RMN
unidimensional foi utilizada para analisar comparativamente os sinais correspondentes das
amostras. No geral, os sinais visualizados no peptideo foram também observados no espectro
dos CDs funcionalizados confirmando assim, a presenga dessa estrutura molecular na
superficie dos nanomateriais.

Para quantificar os grupos funcionais dcidos das amostras de peptideo e do CDs
funcionalizados foram realizadas titulagdes potenciométrica. O resultados dessas andlises
ap6s o tratamento dos dados pode ser visualizado nas Tabela 5 e 6. Para o peptideo, as
propriedades acido-base esperadas sdo aquelas relacionadas aos grupos terminais da cadeia,
ou seja, -COOH e —NH,. Alguns grupos funcionais das cadeias laterais também podem
apresentar essas propriedades. O peptideo ecPis-4s apresenta 22 residuos de aminoécidos e o
residuo de histidina pode ser o responsavel pelo pK, ao redor de 6 e os trés residuos de lisina
(K) pelo pK. ao redor de 9. O grupo terminal carboxilico tipicamente apresenta pK, préximo a
2 e, portanto, ndo pode ser caracterizado no experimento. De fato, os grupos funcionais -NH>
presentes na lisina que confere sua origem catidnica do ecPis-4s. No geral, ndo se observam
diferencas significativas nas propriedades acidas dos CDs (Tabela 5) e CDs funcionalizados
(Tabela 6). De fato, o consumo de parte dos grupos funcionais dcidos superficiais do CD, por
exemplo carboxila, € compensada pelo aparecimento do mesmo grupo funcional na

terminagdo da cadeia da biomolécula.
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Tabela 5- Propriedades acido-base obtidas por meio da titulacio potenciométrica da
amostra de peptideo ecPIS- 4s.

pK.'s Volume de equivaléncia (10°) / mL Sitios /mmol/g
sk 1,16 * ok
5,62 1,29 0,679
6,81 1,39 0,501
9,55 1,82 2,230
Total 3,41

Tabela6- Propriedades acido-base do amostra de CD funcionalizada com ecPis-4s.

pK.'s Volume de equivaléncia (10~) /mL Sitios /mmol/g
ek 0’42 skskok
3,42 1,34 2,86
5,12 1,60 0,812
6,86 1,73 0,405
8,17 1,74 0,0176
8,94 2,08 1,063
Total 5,16

Na Figura 31 é mostrada uma representacdo da estrutura tridimensional dos CDs

apds a funcionalizagdo com o peptideo ecPis-4s e formacao da ligacdo amidica.

Figura 31-Representacao estrutural dos CDs funcionalizados.
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4.4 Efeitos da funcionalizacao nas propriedades opticas dos CDs.

A funcionalizacdo de carbon dots € uma das principais estratégias para alterar as
propriedades Opticas e eletronicas dos nanomateriais de carbono, portanto, a modificagdo dos
CDs com o peptideo pode alterar tanto os espectros de absorc¢ao na regiao do UV-vis quanto
os espectros de da fluorescéncia. Uma vez que a funcionalizagdo € utilizada para ajustar e
aumentar a energia das emissoes devido a introdugdo de grupos funcionais que induz estados
de aprisionamento, ou seja, armadilhas emissivas deslocando a banda de emissdo para um
maior comprimento de onda (KARFA, DE e MADHURI, 2018).

Assim, como em carbon dots puros, a suspensdo dos CDs funcionalizados
apresentou as mesmas caracteristicas, ou seja, coloracdo amarelo-amarronzada sob a luz
ambiente e emissdo brilhante na regido verde do espectro eletromagnético sob luz UV (Figura
32).

Figura 32- Imagens de fotografia digital da solucao de CDs funcionalizados, a) sob luz natural

eemb) sob aluz UV.

a)

Na Figura 33 (a) pode ser observado o espectro do peptideo ecPis-4s e a
presenca de uma banda em torno de 290 nm. Os cromoéforos responsdveis por essa
absorbancia seriam principalmente, os C=0 e NH-R da ligacdo peptidica apesar de haver
contribuicdes de grupos aromdticos como os presentes nos residuos de fenilalanina e
triptofano. O valor da absortividade molar em 290 nm obtido é de 1,14 + 0,68 L.g"'cm™ J4 na
figura 33 (b) pode-se verificar que o espectro dos CDs funcionalizados € semelhante ao dos
carbon dots nao funcionalizados (Figura 23 (c)), pois a absorcdo dos grupos funcionais do

peptideo € baixa quando comparada a dos CDs. Porém pode ser observado um aumento na
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regido de 290 nm tipica da estrutura do peptideo. Neste comprimento de onda o valor da
absortividade dos CDs é de 9,3 + 0,2 Lg‘lcm‘l. Nos CDs funcionalizados o valor aumenta
para 10,9 + 2,3 Lg'lem™ (ANEXO 1II) devido a presenca do ecPis-4s ancorado na superficie

dos nanomateriais.

Figura 33- Espectro de absorcio na regiao do UV-vis a) Peptideo e b) CDs funcionalizados.
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Apés a funcionalizacdo com o peptideo os CDs apresentaram uma maior
heterogeneidade de grupos funcionais na superficie e esse efeito pode ser visualizado na

Figura 34, em que o espectro de fluorescéncia realizado no comprimento de onda de excitacao
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de 360 nm para concentragio igual a 1,39x10” g/L apresentou deslocamento do pico de
emissao.

Figura 34- Efeito da excitacio em 360-400 nm no comprimento de onda na solucdo de CDs

funcionalizados com concentracio de 1,39x107 g/L.
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O rendimento quantico obtido para os CDs funcionalizados foi de 1,06%. O que
revela um aumento no valor quando comparado ao CDs puro (¢ = 0,92%). Acredita-se que
esse aumento estd relacionado a conjugacdo dos CDs com o peptideo, uma vez que hd uma
introdug@o de novos grupos croméforos como os grupos funcionais amidas na superficie dos
carbon dots. No entanto, ainda é muito dificil explicar como essa funcionalizacio muda a
estrutura € o mecanismo de fotoluminescéncia dos CDs, uma vez que muitos pesquisadores
divergem sobre a estrutura intrinseca responsavel pela fluorescéncia dessas nanoparticulas.
Geralmente, os CDs sdo compostos de um niicleo de carbono com hibridizacio em sp? e
dominios de superficie contendo grupos funcionais, sendo esses dominios 0s principais
responsaveis pela fluorescéncia dos CDs. Entre as opinides atuais estd o efeito de
confinamento quantico das estruturas conjugadas podem ser usados para explicar as vdrias
caracteristicas de fluorescéncia, que sdo determinadas pelo nucleo de carbono. Enquanto as
caracteristicas de fluorescéncia seriam determinadas pela hibridizacdo da cadeia carbonica e
dos grupos quimicos conectados simultaneamente (CHEN, LIU, et al., 2019).
Logo, apesar de discreto o aumento no rendimento quantico mostra que a

eficiéncia da fluorescéncia dos CDs nao foi prejudicada com a funcionaliza¢do. A Figura 35
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(a) mostra os espectros de fluorescéncia dos CDs funcionalizados com excitacao em 360 nm,
e (b) grafico obtido para o cdlculo de rendimento quantico a partir do padrdo sulfato de
quinino (Figura 23 (a) e (b)) e absorbancia em 360 nm (Figura 33(b)) versus integracdo da

area do espectro de fluorescéncia do espectro de CDs funcionalizados.

Figura 35- (a) Espectro de fluorescéncia de CDs funcionalizados com excitacdo em 360 nm. (b)
grafico de absorbancia (360 nm) x fluorescéncia integrada da solucio de CDs funcionalizados e

usado no calculo do rendimento quéntico.
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4.5 Dicroismo Circular

A técnica de dicroismo circular baseia-se na absor¢do preferencial de um dos
componentes da luz circularmente polarizada por croméforos de uma determinada amostra
opticamente ativas. Em geral, ¢ uma técnica valiosa para se estudar a formacdo de estrutura
secunddria de macromoléculas, ja que as macromoléculas sdo compostas por muitos centros
quirais que sdo opticamente ativos e interagem com a luz incidente alterando sua polarizagao.
Essa técnica apresenta duas componentes de igual magnitude uma em sentido anti-horério e
outra no sentido hordrio, sendo que a diferenca de absorbancia dessas componentes circulares,
denominada elipticidade (8), pode assumir valores positivos ou negativos dependendo de qual
componente da luz € preferencialmente absorvida (KELLY, JESS e PRICE, 2005). Embora
possam haver contribuicdes de grupos aromaticos, os croméforos de maior importancia nos
estudos por dicroismo de peptideos € a carbonila (C=0) e amida (-CONH) da ligacdo
peptidica A intensidade das transigdes 1 — ©* (190 nm) e n — ©* (220 nm) dependem dos
angulos de rotagao ¢ (angulo formado entre o carbono o e o nitrogénio da amida) e v
(angulo formado entre carbono o e carbono carbonilico), que estdo relacionados a
conformagdo exibida pela biomolécula (VERLY, 2010). Neste sentido, a espectroscopia de
dicroismo ¢ sensivel aos angulos ¢ e y das ligacdes peptidicas e, consequentemente, € ao
arranjo conformacional.

Com o intuito de mimetizar membranas bacterianas, foram utilizados os fosfolipideos
1-palmitoil-2-oleilfosfatidilcolina (POPC) e 1-palmitoil-2-oleilfosfatidilglicerol (POPG) para
a preparagdo das vesiculas lipidicas de caracteristicas aniOnicas, ou seja, vesiculas
unilamelares grandes (LUV) (EPAND, SAVAGE e EPAND, 2007) (EPAND e EPAND,
2010). Os ensaios realizados por Souza (2019) revelam que o peptideo ecPis-4s em agua
apresentou uma tendéncia a uma estrutura helicoidal, e os dados obtidos nos experimentos
realizados em solucdo tampdo Tris-HC] e em meios vesiculares (LUV) revelaram que, em
solu¢do tampao Tris-HCI, o peptideo ecPis-4s apresenta uma tendéncia a uma conformacao
secunddria ndo totalmente definida, assim como em meio aquoso, podendo estar em um
equilibrio conformacional desenovelado-hélice. Quando na presenca de vesiculas
fosfolipidicas, tanto zwitteridnicas quanto aniOnicas, o peptideo adquire uma conformagao
caracteristica de uma estrutura alfa-helicoidal (SOUZA, 2019).

Os estudos conformacionais por dicroismo circular dos carbon dots, € carbon dots
funcionalizados com o peptideo ecPis-4s mostraram o comportamento conformacional dessas

particulas em LUV e tampao Tris-HCI a 10 mM( pH 8,5). O que permitiu analisar a estrutura



79

secunddria adquirida por cadeias peptidicas em ambientes variados (Figura 36). Verificou-se
que tanto carbon dots o quanto carbon dots com ecPis-4s ndo apresentam uma conformac¢do
definida em meio aquoso contendo a solucdo tampao. Contudo, na presenca de vesiculas de
POPC:POPG (3:1) (LUVs) tanto o peptideo (ecPis-4s) quanto carbon dots funcionalizados
com o peptideo (CDs - ecpis-4s) apresentaram uma tendéncia a conformacgio helicoidal, que
pode ser atribuida a presenca de duas bandas negativas intensas em Amsx= 208 nm , Amsx= 225

nm, € um pico positivo em torno de Amsx=195 nm.

Figura 36 -Estudos conformacionais por Dicroismo circular para o ecPis-4s e os carbon dots e

carbon dots funcionalizados com o peptideo (carbon dots + ecPis-4s).
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Devido a isso, pode-se afirmar que os resultados obtidos para os CDs
funcionalizados em LUV, apresentaram uma curva caracteristica de conformacOes em
hélice, sugerindo que ocorre uma interacdo desse nanomaterial funcionalizado com as

membranas anidnicas.
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4.6 Ensaios de atividade antibacteriana

Com intuito de verificar a atividade antibacteriana dos CDs, do peptideo e do
CDs funcionalizados, foram realizados ensaios dessa atividade contra cepas das bactérias

Gram-negativas E. coli e Gram-positiva S. aureus.

Staphylococcus aureus (S. aureus) sdo bactérias gram-positivas da familia
Micrococcaceae. Existem pelo menos 200 estirpes diferentes de S. aureus, e dentro do género

Staphylococcus € a espécie de maior interesse médico, visto que € responsdvel por uma

variedade de infec¢des. Em razdo disso, é considerado um importante patégeno humano e um

problema de saide publica (CASSETTARI, STRABELLI e MEDEIROS, 2005). A
Escherichia coli (E. coli) é uma bactéria Gram-negativa da familia Enterobacteriaceae.
Dentre as bactérias Gram-negativas, a espécie é a causadora mais comum de infec¢des, sendo
responsdveis por elevados indices de morbidade e altos custos financeiros em tratamentos

para pacientes tanto no sistema publico como privados de saide (VOGT e DIPPOLD, 2005).

Para avaliar a atividade antimicrobiana do peptideo, dos CDs e dos CDs
funcionalizados contra as bactérias S. aureus, € E. coli, foram realizados bioensaios in vitro
pelo método de microdiluicdo em placa. O peptideo apresentou atividade antibacteriana para
cepas de E.coli para concentragdes superiores a 0,08 g/L e CDs funcionalizados apresentaram
inibicdo na concentragdo 0,169 g/L. Ja os carbon dots também apresentaram atividade em
0,169 g/L. Devido ao fato dos CDs terem sido analisados em uma concentracdo maior pode-

se verificar atividade na concentracdo de 0,339 g/L.

Em cepas S. aureus a amostra de peptideo inibiu o crescimento a partir da
concentragdo de 0,01056 g/L, J4 a amostra de CDs funcionalizados inibiu o crescimento a
partir das concentracoes 0,00528 g/L. Porém, para os CDs em concentragdes iguais a 0,339
g/l nd3o houve inibicdo do crescimento. Portanto, acredita-se que acdo antibactericida dos

CDs foi aumentada apds a funcionaliza¢do com o peptideo ecPis-4s.

Além disso, os CDs funcionalizados apresentaram um perfil de inibicdo do
crescimento bacteriano muito semelhante ao do peptideo, logo as alteragcdes realizadas na
por¢do N-terminal da cadeia peptidica por meio da ligagdo amidicas com os CDs ndo afetaram
a atividade bacteriana dessas moléculas, devido ao fato dos CDs funcionalizados mostrarem
atividade tanto para cepas de E. coli e S. Aureus. Por conseguinte, pode-se afirmar que os CDs
funcionalizados podem interagir tanto com uma bactéria Gram-positiva quanto Gram-

negativa. A Tabela 7 mostra os valores da minima concentracao inibitria (MIC) das amostras



81

de peptideo, CDs funcionalizados com peptideo e CDs para as cepas de E.coli e S.aureus,
respectivamente.

Tabela 7- Valores de MIC das amostras

Microrganismo MIC (g/L)
Peptideo ecPis-4s CDs CDs
Funcionalizados
E.coli 0,0845 0,169 0,169
S. aureus 0,0105 0,005 N.D

*ND-Nao determinado

Todavia, o mecanismo de interacdo dos CDs funcionalizados com a membrana
fosfolipidica das bactérias deve ser melhor elucidado, mas pode-se concluir que os CDs
funcionalizados com peptideo ecPis-4s apresentaram maior atividade antibacteriana que os

CDs puros.
4.7 Atividade antioxidante

Os peptideos antioxidantes tém despertado grande interesse de pesquisadores
devido as suas potenciais aplicagdes no desenvolvimento de alimentos promotores da satde e
na manutencdo da qualidade e seguranca dos produtos alimenticios e seu consequente uso
pela industria alimenticia. Apesar do potencial, sdo diversos os desafios, como alto custo de
producdo, baixo rendimento e bioatividade (TADESSE e EMIRE, 2020). A capacidade
oxidante dessas moléculas estd relacionada a hidrofobicidade, peso molecular e composicdo e
sequéncia de aminoacidos (ZOU, HE, et al., 2016). Em relagdo a composi¢do, a presenca de
aminodcidos hidrofébicos, como prolina, triptofano, fenilalanina e valina apresentaram
propriedades antioxidantes (KETNAWA, WICKRAMATHILAKA e LICEAGA, 2018).

A acdo de um antioxidante pode ser determinada pelo mecanismo de sequestro de
radicais livres em solugdo. O método de sequestro do radical livre DPPH® € utilizado para
quantificar a atividade antioxidante total dos extratos estudados. O radical DPPH® é um
cromoforo estavel, com um pico de absor¢do no comprimento de onda de 517 nm, em meio
alcodlico, apresentando solucdo de coloracdo violeta intensa. Quando em contato com os
componentes presentes nas solucdes teste, o DPPH® sofre reducdo e é possivel observar uma
mudanca da coloracdo da solucdo original para amarela, proporcional a concentracdo da
substancia com potencial antioxidante (OLIVEIRA, 2015).

A avaliacdo da atividade captadora de radical é obtida pela porcentagem de
inibi¢do, conforme a equagao 3.

% de Inibi¢ao = [(Abs. do controle — Abs. da amostra) / Abs. do controle] x 100 &)
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7z

A quantificacdo da atividade antioxidante das amostras ¢é realizada pelo
mecanismo de sequestro dos radicais DPPH® em solucdo. Todavia, a atividade antioxidante é
expressa em porcentagem de redugdo de DPPH’ e resultados devem ser apresentados em
concentragdo efetiva (maior que 50% (EC50)) que € a concentracdo minima de antioxidante
necessdria pra reduzir em 50% a concentracdo inicial de DPPH® em um intervalo de tempo
(OLIVEIRA, 2015). A Tabela 8 apresenta os valores obtidos na atividade de eliminacdo do
radical DPPHe para as amostras de peptideo, CDs e CDs funcionalizados.

Tabela 8- Resultado da Inibicio de DPPH dado em porcentagem
Reducdo de DPPH (%)

Concentracao das Peptideo CDs CDs funcionalizados
amostras (g/L)
0,169 9,2 10,6 9,9
0,085 12,2 11,9 13,1
0,042 9,5 10,0 6,4
0,021 13,9 9,9 6,6
0,011 8,7 8,8 8,2
0,005 12,0 8,7 8.3

Os resultados obtidos para o ensaio da atividade antioxidante das amostras de
peptideo, CDs e CDs funcionalizados ndo apresentaram valores consideraveis para o célculo
de (EC50), em outras palavras, os valores obtidos foram menor que 50% para o intervalo de
tempo igual a 30 minutos e nas concentragdes usadas. Apesar do resultado negativo para a
atividade antioxidante em radicais DPPHe, acredita-se que o aumento das concentracdes dos
carbon dots pode resultar em uma atividade antioxidante considerdvel. Alguns autores como
Zhang e colaboradores mostraram em seus estudos que uma diminui¢do significativa na
concentracdo de DPPHe ocorre com o aumento na concentracdo de pontos de carbono
(ZHANG, ZENG e WEI, 2017). Neste trabalho optamos por usar nanoparticulas com alta
concentragdo de grupos funcionais oxigenados, especialmente carboxilicos, ou seja, CDs
muito oxidados para a reagdo com grupos ecPis-4s amino-terminais. A principio, essa op¢ao
teve um impacto negativo na atividade antioxidante dos materiais. Em relacdo ao peptideo,
apesar da presenca de residuos de aminodcidos com potencial para atuar como agentes
oxidantes, outras varidveis como conformacdo e sequéncia sdo decisivas para uma acao

efetiva (TADESSE e EMIRE, 2020).
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho os carbon dots foram preparados a partir de um método fécil,
rdpido e barato baseados em reacdes de desidratacdo e oxidacdo 4cida de celulose de algodao,
o qual permite a reproducdo em larga escala. Como esperado, os CDs obtidos apresentaram
alta concentracdo de grupos funcionais oxigenados que posteriormente foram ativados por
meio da reacdo com o EDAC e a oxima para a formacdo da ligacao covalente entre o peptideo
antimicrobiano ecPis-4s e o CDs por meio de ligacdes amidicas. O sucesso da funcionaliza¢do
foi confirmado por diversas técnicas incluindo, FTIR, RMN 'H, DRX, potencial zeta, EDS,
AFM, UV-vis. Os resultados da espectroscopia eletronica de absor¢do e emissdo mostraram
que a funcionalizacdo nao altera as propriedades Opticas, ou seja, absortividade molar e
rendimento de fluorescéncia quantica, dos CDs. Além disso, o peptideo ligado
covalentemente mantém sua capacidade de se estruturar na conformacio de alfa hélice, na
presenca de um ambiente mimético de membrana. Apesar das nanoestruturas funcionalizadas
ndo apresentarem atividade antioxidante, a avaliacdo da atividade antimicrobiana do CDs
funcionalizados em cepas de E.coli e S.aureus, revelaram o potencial antibacteriano dessa
estrutura em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, sendo mais ativa em cepas S.aureus
(Gram-positiva) que o peptideo livre. No geral, os resultados apresentados aqui podem
contribuir para o desenvolvimento de novos protocolos para funcionalizacio de CDs com
diferentes (bio)moléculas, em especial aquelas com caracteristicas funcionais similares aos do
peptideo.

Do ponto de vista tecnoldgico, o material desenvolvido aqui (ou ideia) apresenta
potencial para o desenvolvimento futuro de suspensdes antissépticas, forma de gel ou liquido
spray, para desinfeccdo das mios, pele, objetos e superficies em geral.

Dentre as perspectivas futuras, destaca-se:

I) A funcionalizacdo, com peptideos antimicrobianos, de carbon dots com
rendimento quantico de fluorescéncia mais elevado;

IT) Avaliagdo das propriedades antimicrobianas sob radiacdo UV-vis, e realizar
andlises de microscopia confocal e imagens de fluorescéncia in vivo e in vitro;

III) Usar os CDs funcionalizados para o desenvolvimento e avaliacio das
propriedades mecanicas, Opticas, antimicrobianas e antioxidantes de nanocompdsitos com
diferentes biopolimeros (quitosana, amido, etc) para as mais diversas aplicagdes, incluindo
embalagens ativas para conservacao de alimentos.
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ANEXOS

ANEXO I- Aminoacidos do peptideo ecPis-4s e suas respectivas estruturas
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Tabela 2- Residuos de aminoacidos do peptideo ecPis-4s e suas respectivas massa molar

Aminodcido Simbolo Simbolo Massa molar
de 3 letras de 1 letras (g.mol™)

Alanina Ala A 33
Fenilalanina Phe F 3874
Glicina Gly G 2973
Histidina His H 619,7
Isoleucina lle 1 3534
Lisina Lys K 468.5
Glutamina Gln Q 610,7
Arginina Arg R 6488
Serina Ser S 3834
Triptofano Trp W 526,6

Fonte: Souza, 2

019 (Adaptado)

Anexo II- Calculo absortividade peptideo e dos CDs funcionalizados
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ABS (290 nm) / u.a.
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Anexo III- Grafico de fluorescéncia integrada x Absorbancia usado

rendimento quantico.
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