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RESUMO

As nanoparticulas sao utilizadas em diferentes areas da saude por apresentarem
boas propriedades que resultam de seu tamanho reduzido e sua grande area de
superficie. As nanoparticulas de o6xido de zinco (ZnO) sdo conhecidas por sua
atividade antimicrobiana, assim como o cobre (Cu) que apresenta atividades
antimicrobianas, antifungicas e antivirais. Tendo em vista essas caracteristicas, o
presente trabalho apresentou como finalidade sintetizar suspensdes aquosas de
nanoparticulas, com superficie modificada, de ZnO nao dopado e dopado com Cu
em diferentes concentragdes (0,1%, 0,5%, 1,0% e 5% mol [Cu)/[Cu+Zn]) para
observar sua atividade fungicida e fungistatica em Candida albicans e antiviral em
Replicon SARS-CoV-2. A sintese das nanoparticulas foi realizada pelo método
sol-gel e a superficie modificada com (3-glicidiloxipropil) trimetoxisilano (GPTMS)
para dispersdo em meio aquoso. A caracterizacdo das nanoparticulas foi efetuada
pelos métodos de difragdo de Raios-X (DRX), espectroscopia na regido do UV-Vis e
avaliacao da fotoluminescéncia. A atividade antiviral foi avaliada pelo método de
MTT, a fungistatica pelo teste de difusdo em agar e por determinagdo da
concentragao inibitéria minima (CIM) e fungicida por determinagdo da concentragao
fungicida minima (CFM). Os resultados de DRX revelaram que as fases formadas
eram condizentes com o ZnO enquanto as demais técnicas revelaram alteragdes no
pico de absorgcao (UV-Vis) e no comprimento de onda de absorgdo e emissao das
NPs em funcdo do teor de Cu. No MTT foi possivel observar diminuicdo da
viabilidade de células BHK-21 tratadas com Replicon SARS-CoV-2 em
concentragbes maiores das suspensdes de nanoparticulas, o que indica que sao
promissoras para incorporagao em materiais com atividade antiviral, mas ndao houve
diferenca significativa de viabilidade celular entre as células tratadas com as
nanoparticulas de ZnO nao dopado e as tratadas com as nanoparticulas dopadas.
No CFM apenas as amostras dopadas com 0,5%, 1,0% e 5,0% se mostraram
fungicidas. Ja no teste de difusdo em agar todas as nanoparticulas formaram halos
de inibigdo em agar-Mueller Hinton e apresentaram capacidade fungistatica na CIM,
com destaque a amostra dopada com 5,0% de Cu que apresentou CIM de 312,5
pMg/mL. Portanto, as nanoparticulas de ZnO dopadas com Cu s&o promissoras para

uso em materiais e farmacos com atividades antivirais e antifungicas.

Palavras-chave: ZnO; Cu; nanoparticulas; dopagem; antimicrobiano.



ABSTRACT

Nanoparticles are used in different healthcare areas due to their beneficial properties
resulting from their small size and large surface area. Zinc oxide (ZnO) nanoparticles
are known for antimicrobial activity, as well as copper (Cu), which exhibits
antimicrobial, antifungal, and antiviral activities. Considering these characteristics,
the present work aimed to synthesize aqueous suspensions of surface-modified ZnO
nanoparticles, both undoped and doped with Cu at different concentrations (0.1%,
0.5%, 1.0%, and 5.0% mol [Cu]/[Cu+Zn]) to observe their fungicidal and fungistatic
activity against Candida albicans and antiviral activity against Replicon SARS-CoV-2,
aqueous suspensions of non-doped ZnO were also synthesized for comparison with
the doped ones. The synthesis of the nanoparticles was achieved through the sol-gel
method and the surface modified with (3-glycidyloxypropyl) trimethoxysilane
(GPTMS) for dispersion in aqueous medium. The characterization of the
nanoparticles was conducted by X-ray diffraction (XRD), UV-Vis spectroscopy, and
photoluminescence evaluation. Antiviral activity was evaluated using the MTT assay,
fungistatic activity by the agar diffusion test and by determining the minimum
inhibitory concentration (MIC), and fungicidal activity by determining the minimum
fungicidal concentration (MFC). XRD results revealed that the phases formed were
consistent with ZnO, while the other techniques revealed alterations in the absorption
peak (UV-Vis) and in the absorption and emission wavelengths of the nanoparticles
as a function of the Cu content. In the MTT method, a decrease in the viability of
BHK-21 cells treated with Replicon SARS-CoV-2 at higher concentrations of
nanoparticle suspensions was observed, indicating that they are promising for
incorporation into materials with antiviral activity. However, there was no significant
difference in cell viability between cells treated with undoped ZnO nanoparticles and
those treated with doped ones. In the MFC test, only the samples doped with 0.5%,
1.0%, and 5.0% showed fungicidal activity. In the agar diffusion test, all nanoparticles
formed inhibition halos on Mueller-Hinton agar and exhibited fungistatic capacity in
the MIC, with the sample doped with 5.0% of Cu standing out with a MIC of 312.5
pMg/mL. Therefore, Cu-doped ZnO nanoparticles are promising for use in materials

and drugs with antiviral and antifungal activities.

Keywords: ZnO; Cu; nanoparticles; doping; antimicrobial.
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1 INTRODUGCAO

A maior parte das infecgdes fungicas em humanos sdo causadas por
espécies de Candida, sendo a causadora da maioria das infecgdes oportunistas a
Candida albicans (Lopes; Lionakis, 2022). A Candida albicans é um fungo
leveduriforme comensal que é facilmente encontrado em superficies mucosas (oral,
gastrointestinal, genital) e na pele, e em cerca de 50% da populagéo esta faz parte
da microbiota normal (Lopes; Lionakis, 2022; Talapko et al., 2021). Esse fungo é um
patdgeno oportunista, ou seja, a C. albicans pode se tornar patogénica, causando
doenga nas mucosas do organismo e/ou infecgdes sistémicas potencialmente fatais
(Lopes; Lionakis, 2022).

O desenvolvimento da candidiase, a infeccdo causada por espécies do
género Candida, ocorre quando ha disbiose da microbiota do hospedeiro, quando as
barreiras mucocutaneas séo prejudicadas ou quando ha uma baixa nos mecanismos
de defesa do hospedeiro (Lopes; Lionakis, 2022; Talapko et al., 2021).

O agente etiolégico da Covid-19, responsavel pela pandemia que se
iniciou no ano de 2020, é o coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2
(SARS-CoV-2). Esse virus apresenta fita simples positiva de RNA, pertence a familia
Coronaviridae e é envolto por capsula lipoproteica que contém proteina Spike (S)
(Nogueira et al., 2020; Lamers; Haagmans, 2022). A maioria das pessoas infectadas
com SARS-CoV-2 apresentam apenas uma doenca respiratoria de leve a moderada,
porém em alguns quadros pode-se ter replicagdo do virus no trato respiratério
inferior, 0 que causa a sindrome da angustia respiratéria aguda, que é
potencialmente fatal (Lamers; Haagmans, 2022). Esse coronavirus € altamente
contagioso, o que resultou em periodos com alta taxa de contaminagao (Sironi et al.,
2020).

Na triagem antiviral contra SARS-CoV-2, ha necessidade de instalagoes
de alto nivel de biossegurancga, portanto para que esse nivel de seguranga nao seja
necessario, pode-se utilizar o Replicon SARS-CoV-2, que € um sistema nao
infeccioso que recapitula a replicagao viral, porém sem producgao de virions (Zhang
et al., 2021). Para que isso aconteca, utiliza-se o virus sem estruturas como a
proteina Spike, a membrana e o envelope viral (Zhang et al., 2021).

As nanoparticulas (NPs) s&o particulas produzidas em nanoescala, que

apresentam pelo menos uma das dimensdes entre 1 a 100 nm e que possuem
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propriedades fisico-quimicas unicas em funcdo de seu tamanho reduzido e sua
grande area de superficie, podendo ser utilizadas em diversas areas, como em
diagnodstico de doencas e liberacdo modificada de moléculas biologicamente ativas
(Najahi-Missaoui et al., 2020; Selmani et al., 2022).

As NPs em funcdo de suas propriedades unicas podem apresentar uma
série de vantagens como condutividade elétrica e térmica otimizadas, boa
estabilidade quimica, baixo custo de produgado quando comparado a outros métodos
e, dependendo do tipo de elemento estudado, podem apresentar propriedades como
acao catalitica e agao antimicrobiana (Porto et al., 2018; Cornu et al., 2020). Seu
tamanho e consequentemente sua alta relagao superficie/volume sdo responsaveis
por sua reatividade e por suas propriedades finais, como por exemplo, propriedades
Opticas, magnéticas, quimicas e eletrénicas (Selmani et al., 2022).

As nanoparticulas de oxido de zinco (ZnO) sdo amplamente estudadas
em fungdo de sua atividade antimicrobiana, tendo uso potencial no combate de
infeccdes microbianas (Irede et al., 2024). Sao utilizadas em aplicagdes biomédicas
por sua biocompatibilidade e por baixa toxicidade (Islam et al., 2022). Nanoparticulas
de ZnO apresentam caracteristicas fisico-quimicas unicas, que as tornam eficazes
contra microrganismos, como bactérias, virus e fungos. Sua atividade antimicrobiana
resulta de mecanismos como a ruptura das membranas celulares dos
microrganismos e a geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS) apds exposicao
aluz (Irede et al., 2024).

O cobre (Cu) apresenta excelentes propriedades antimicrobianas e vem
sendo adicionado em fungicidas comerciais (Oussou-Azo et al., 2020). Essa
atividade antimicrobiana é fruto de sua toxicidade frente aos microrganismos, que
pode resultar de sua capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS).
Muitos estudos comprovam que o Cu apresenta propriedades antivirais, porém sua
comprovagao ainda ndao € bem estabelecida (Govind et al.,, 2021). Os efeitos
antifangicos do cobre sdo menos pesquisados do que os antibacterianos, mas
acredita-se que a atividade fungicida se da pela “morte por contato”, ocorrendo
modificagdes na homeostase de cobre, com acumulo intracelular do metal e
consequente danos extensos a membrana citoplasmatica fungica apos exposigao ao
Cu (Quaranta et al., 2011; Vincent et al., 2018).

A dopagem de ZnO com Cu consiste na incorporagédo de atomos de Cu

nas redes de nanoestrutura de ZnO. O Cu é um bom dopante em nanoparticulas de
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Zn0O, pois apresenta raios ibnicos com 71 pm, que sdo semelhantes ao do zinco,
que apresenta raio idnico de 74 pm (Khan et al, 2020). A dopagem de
nanoparticulas de ZnO com metais, como o cobre, pode aumentar a atividade
antimicrobiana dessas NPs (Khan et al., 2020).
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2 ESTADO DA ARTE

Nos ultimos anos, as nanoparticulas de ZnO tém sido consideravelmente
estudadas por conta de sua atividade antimicrobiana, inclusive quando dopadas com
metais como o cobre, também conhecido por sua capacidade de combater
microrganismos.

Muitas dessas pesquisas tém como foco a sua atividade antibacteriana,
tanto em bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus e Streptococcus
pyogenes, quanto Gram-negativas, como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.
Em estudo que utilizou o método de difusdo em agar, resultados apontam que essas
NPs sao um potencial nanoantibiético contra cepas bacterianas Gram-positivas
multirresistentes (Khalid et al., 2021).

No entanto, quando se diz respeito a sua capacidade antiviral, os estudos
sd0 mais escassos. Fotocatalisadores semicondutores de 6xidos metalicos como o
ZnO sao estudados pela sua capacidade de inativar virus e outros microrganismos
por radiagdo eletromagnética e producdo de radicais oxidativos formados pelo
proprio catalisador quando expostos a luz UV (Prakash et al., 2022). Dessa forma,
revestimentos de Oxido de zinco e Oxido de cobre apresentaram atividade
antimicrobiana excelente contra a bactéria Staphylococcus aureus e contra o virus
HSV-2 (Mannai et al., 2025).

Por conta de sua transmissdo por goticulas, aerossois e superficies
contaminadas, métodos alternativos para descontaminacdo de superficies
contaminadas com SARS-CoV-2 vem sendo avaliadas recentemente. Um desses
métodos € o revestimento das superficies com nanomateriais, como por exemplo,
nanoparticulas de ZnO. Nanoparticulas de ZnO de 30 a 60 nm foram avaliadas e
inativaram as variantes Delta e Omicron do SARS-CoV-2, sendo consideradas para
aplicagbes em revestimentos de filtros ou EPIs, reforcando assim a protegado do
usuario (Wolfgruber et al., 2023).

Estudos visando novos métodos para controles de fungos na agricultura
sdo cada vez mais necessarios. Sendo assim, NPs de 6xido de zinco dopadas com
cobre e dietilenoglicol apresentaram atividade fungistatica contra Botrytis cinerea e
Sclerotinia sclerotiorum (Tryfon et al., 2022). Ja nos fungos Neofusicoccum arbuti,

Alternaria alternata, Fusarium solani e Colletotrichum gloeosporioides, o ZnO
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dopado com 2% de Cu apresentou atividade fotocatalitica e antifungica
(Paraguay-Delgado et al., 2022).

Na area da saude, pesquisas relacionadas a capacidade antifungicas das
NPs de ZnO dopadas com Cu também sao importantes. Essas NPs com 7% de
dopagem foram testadas em Fusarium graminearum, reduzindo o fungo patogénico
(Nan et al., 2023). Em estudo avaliando a contaminag&o fungica do ar, ZnO-Cu?*
diminui consideravelmente fungos que apresentam capacidade de invadir os
pulmdes e também em Candida ciferrii e Candida parapsilosis (Medina-Ramirez et
al., 2022).

Apesar dos progressos nos estudos investigando a capacidade antiviral e
antifungica das nanoparticulas de Oxido de zinco dopadas com diferentes
concentragdes de cobre, ainda é necessario expandir as analises destas em virus,
principalmente as dopadas, que apresentam estudos escassos, e também ampliar
as pesquisas em fungos de importancia médica, como Candida albicans, que é a

principal causadora de infec¢des fungicas no mundo.
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3 OBJETIVOS

Reforgar as investigagdes da capacidade antiviral das NPs de ZnO, além
de dopa-las com cobre e comparar os resultados das nanoparticulas ndo dopadas e
as dopadas no virus SARS-CoV-2. Ademais, avaliar tanto a atividade fungicida
quanto a fungistatica das NPs citadas anteriormente, utilizando CFM, CIM e o

método de difusdo em agar em Candida albicans.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Metodologia
4.1.1 Sintese das nanoparticulas de ZnO dopadas com Cu

A sintese das nanoparticulas de 6xido de zinco dopadas com cobre
seguiu o método sol-gel descrito por Spanhel & Anderson (1991), com algumas
modificagdes. A sintese sol-gel foi realizada em quatro etapas distintas:

a) Precursor de acetato de zinco: 2,8 g de acetato de zinco e 125 mL de
etanol absoluto foram adicionados em um baldo de 3 bocas sob um sistema de
refluxo em uma temperatura de 98 °C sob atmosfera inerte com a utilizagcdo de N..
Apoés a temperatura correta ter sido atingida, o sistema de refluxo foi mantido por
duas horas. Depois que esta etapa foi finalizada, foi adicionado mais 125 mL de
etanol absoluto para solugdo de concentracgdo final de 0,05 mol L' de acetato de
zinco. Essa solucao foi resfriada a 4 °C por pelo menos 1 hora;

b) Suspensao coloidal de 6xido de zinco: em 40 mL de precursor de
acetato de zinco foi adicionado 0,0839 g de LiOH, com proporgdo Zn%*/OH- igual a
1:1. A solucdo foi mantida em ultrassom a 60 °C por uma hora, e depois resfriada
até temperatura ambiente;

c) Sintese das nanoparticulas de ZnO dopadas com Cu: uma solugao
etandlica de Cloreto de Cobre foi adicionada na suspensdo coloidal de ZnO
utilizando modificagdo pela sintese adotada por Spanhel e Anderson (1991), com
concentragdo molar [Zn + Cu] constante. A razdo molar [LIOH]/[Zn] também
permaneceu constante. A concentragdo da solugéo precursora de Cu foi de 0,1%,
0,5%, 1% e 5% de molaridade final [Cu]/[Cu+Zn]. As solug¢des de cloreto de Cu
foram adicionadas no inicio da reacdo anterior e também foram mantidas em
ultrassom a 60 °C por uma hora, e depois resfriadas até temperatura ambiente;

d) Modificagcdo da superficie com GPTMS para dispersdo em meio
aquoso: em 40 mL da suspenséao coloidal foram adicionados 0,3425 g de LiOH e
0,902 mL de GPTMS. As amostras foram colocadas em ultrassom a 35 °C por 15
minutos. Depois foram centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm e o pd
remanescente foi deixado em capela de fluxo laminar por até 24 horas para secar.
Por fim, o p6 foi coletado, pesado e disperso em agua em concentragao final de 40

mg/mL. As amostras foram mantidas em geladeira (<4 °C).
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4.1.2 Caracterizagao das nanoparticulas

A caracterizagdo das nanoparticulas € importante para prever o
comportamento das NPs em diferentes interfaces e para determinar suas
propriedades fisico-quimicas, como composigcao, propriedades Opticas e estrutura
cristalina (Selmani et al., 2022). Todas as nanoparticulas sintetizadas foram
caracterizadas pelas seguintes técnicas:

a) Difracdo de Raio-X (DRX): as analises foram realizadas em
difratbmetro Smartlab SE, fabricado pela Rigaku com detector de cintilagdo e
radiagdo de Cu monocromatizada, proveniente de um tubo selado de grafite (CuKa,
1 = 1,54186 A). As varreduras foram realizadas entre o intervalo de 5 a 80° 28
utilizando fenda de 10 mm, a temperatura ambiente, com passo 6ptico de 0,02° em
20, corrente de 20 mA, tensédo de 40 kV e velocidade de varredura de 5° 26/min.
Essa analise foi realizada em parceria com o grupo de pesquisa coordenado pela
Profa. Dra. Sandra Puccinelli do Instituto de Quimica da Unesp;

b) Espectroscopia na regido do UV-Vis: as analises foram realizadas em
um espectrometro UV-Vis, modelo Cary 60 fabricado pela Agilent Technologies, no
laboratorio de Ciéncias dos Materiais Aplicadas a Farmacia (CMAF) da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Unesp com avaliacdo do comprimento de onda de
200 a 500 nm;

c) Avaliacdo da Fotoluminescéncia: as analises foram realizadas em
camara de UV, fabricada pela Boitton Instrumentos, no laboratério de Ciéncias dos
Materiais Aplicadas a Farmacia (CMAF) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Unesp em 365 nm (UVA) para analise da coloragdo de emissédo das nanoparticulas.

4.1.3 Ensaio de MTT

Para realizar o teste, foi utilizado um kit de proliferagédo celular (MTT) que
contém reagentes prontos, ndo necessitando de etapas de lavagem, como descrito
no Protocolo do ensaio de MTT para viabilidade e proliferagéo celular da Merck®.

As seguintes etapas foram realizadas: primeiro houve a incubagéo das
células com Replicon SARS-CoV-2 em meio de cultura (para o controle foram
adicionadas células sem Replicon SARS-CoV-2), depois a semeadura das células foi
feita nas placas de micropogos, posteriormente adicionou-se as suspensdes de
nanoparticulas em diferentes concentracdes, entdo as placas foram incubadas por

24 horas sob atmosfera umidificada. A proxima etapa consistiu na adicdao do
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reagente de marcacdo de MTT em cada pogo, para depois realizar a incubagao por
4 horas sob atmosfera umidificada. Entdo, a solugdo de solubilizacao foi adicionada
em cada pocgo e a placa foi deixada em repouso por 24 horas na incubadora sob
atmosfera umidificada. Por fim, foi feita a leitura da absorbéncia em
espectrofotdmetro para placas multipogos. O ensaio foi realizado em parceria com o
laboratério de Imunologia Clinica e Biologia Molecular coordenado pelo Prof. Dr.

Paulo Inacio da Costa. O teste foi realizado em triplicatas independentes.

4.1.4 Teste de difusao em agar:

O teste foi realizado pelas seguintes etapas:

a) Preparo da suspensdo de levedura: cinco colbnias com didametro de
cerca de 1 mm, de cultura de 24h a 35 °C, foram suspensas em 5,0 mL de solugao
salina 0,9% esterilizada. A suspensdo foi agitada em vortex por 15 segundos e
ajustada para obtengdo de suspensao de turvacédo na escala 0,5 de McFarland,
relativa a 1 x 10° a 5 x 10° leveduras/mL em salina, com auxilio de contagem do
namero de células em camara de Neubauer. Para o teste de difusdo em agar, foram
aplicados 100 uL dessa suspensdo sobre o meio de cultura sélido na placa,
dispersando com alca de Drigalsky;

b) Preparo da anfotericina B: a partir da solugdo-mae de anfotericina B
com concentragao de 1,6 mg/mL, foi feita diluicdo 1:25 (64 pg/mL) com agua,
colocando 0,2 mL (200 p) de solugdo-mae e 4,8 mL (4 mL e 800 p) de agua. Para
chegar na concentracéo de 4 pg/mL, foi adicionada 0,31 mL (310 p) da solugéo-filha
(64 ug/mL) e 4,69 mL de agua. Para chegar na concentragdo de 2 pg/mL, foi
adicionada 0,15 mL (150 u) da solugao-filha (64 ug/mL) e 4,85 mL de agua;

c) Teste de difusdo em agar: o teste foi realizado em placas de Petri de 9
cm de didmetro contendo meio agar-Mueller Hinton, de acordo com a Norma
M44-A2 de 2009 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). A aplicagao
das amostras foi feita individualmente nos pocos de 6 mm de didmetro interno de
moldes de aco denominados “templates”. Antes de incubadas a 35 °C por 48h, as
placas foram deixadas por 1h a 4 °C para permitir a difusdo das amostras. Foram
adicionados 50 pL de anfotericina B (4 e 2 ug/mL) como controle de inibicado do
crescimento das leveduras. A atividade antimicrobiana das amostras foi verificada
pela medida do halo de inibicdo de crescimento e comparada com o halo formado

pelo controle. O teste foi feito em triplicatas independentes.
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4.1.5 Concentragao Inibitéria Minima (CIM):

a) Preparo da suspensdo de levedura: trés coldénias com didmetro de
cerca de 1 mm, de cultura de 24h a 35 °C, foram suspensas em 5,0 mL de solugao
salina 0,9% esterilizada. A suspensédo foi agitada em vortex por 15 segundos e
ajustada para obtencdo de suspenséo relativa a 2 x 10* UFC em salina, com auxilio
de contagem do numero de células na camara de Neubauer;

b) Preparo da anfotericina B: a partir de solugdo-mae de anfotericina B
concentragao de 1,6 mg/mL, foi feita diluigdo 1:25 com agua, portanto para 2 mL de
solugdo-méae, usou-se 48 mL de agua;

c) CIM (Concentracdo Inibitéria Minima): o teste foi realizado em Placas
de Microtitulagcdo de 96 pogos de acordo com a Norma 22 M44-A2 de 2009 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Figura 1). Em cada pogo, 100 uL
de RPMI-1640, o meio de cultura utilizado, foi adicionado. Na linha A, a partir da
coluna 2, fez-se a diluicdo seriada de 100 pyL do controle (anfotericina B), e nas
linhas de B a F, também a partir da coluna 2, foram adicionadas 100 pL das
amostras de nanoparticulas, da n&o dopada até as dopadas com cobre
(concentragdes de 0,1%, 0,5%, 1,0% e 5,0%, respectivamente). Na coluna 1, linhas
de A a F, uma gota das amostras ou do controle foram adicionados para garantir a
auséncia de contaminacdo. Na linha G, a diluigdo seriada foi feita com 100 uL de
DMSO para garantir que este nao era responsavel pela inibicdo. E na linha H, mais
100 uL de RPMI foi adicionado como controle. Por fim, 100 uL da suspensao de
levedura foi adicionada da linha A até a F a partir da coluna 2, nas linhas G e H foi
adicionada a partir da coluna 1. A figura abaixo representa essa etapa do

experimento:
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Figura 1 - Representagédo esquematica da CIM

1 2 3 45 6 7 8 91011 12
A O & r Controle (Anfotericina B)
B Zn0O ndo dopado
c Zn0O/Cu 0,1%
D Zn0O/Cu 0,5%
E Zn0/Cu 1,0%
F ZnO/Cu 5,0%
G
H

Gota controle ou amostra NPs

.Diluigéo seriada controle + levedura
Diluicdo seriada amostra NP + levedura Diluicdo seriada DMSO + levedura

Meio de cultura (RPMI) + levedura

Fonte: autoria propria (2025).
Legenda: Representagéo dos reagentes e amostras adicionados em cada um dos 96 pogos no
teste de Concentragao Inibitéria Minima.

Incubou-se em temperatura de 37 °C com agitagdo por 24 horas. Apés
incubacdo, 30 uL de resazurina diluida (0,01%) foi adicionada em cada pogo,
esperando duas horas para a leitura. O crescimento positivo da levedura foi
considerado quando houve mudanga da coloragdo azul para rosa, por conta da
reducdo da resazurina causada pela presenga de microrganismos. A concentragao
das nanoparticulas foi de 40 mg/mL. Com a adigdo do caldo de RPMI e da
suspensdo de levedura, a concentracao destas no primeiro poco onde esta sendo
analisado a inibicdo (poco 2) € de 10 mg/mL (10.000 ug/mL). A concentracédo de
anfotericina B neste pogo foi de 16 pg/mL. O teste foi feito em triplicatas

independentes.

4.1.6 Concentragao Fungicida Minima (CFM):
a) Realizacdo do teste: de acordo com a Norma 22 M44-A2 de 2009 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), em placas de Petri com agar
Sabouraud, foi realizada a transposicao, via hastes estéreis de madeira, de cada
orificio da placa de 96 pogos para as placas de Petri, que depois foram incubadas a

37 °C por 24 horas. O teste foi feito em triplicatas independentes.
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Os ensaios de difusdo em agar, CIM e CFM foram realizados em parceria
com o laboratério de Biotecnologia Farmacéutica coordenado pela Profa. Dra.

Rosemeire Cristina Linhari Rodrigues Pietro.

4.2 Resultados e Discussoes
4.2.1 Caracterizagao das nanoparticulas

a) Difracdo de Raios-X (DRX):

A analise de DRX foi utilizada para investigar os parametros estruturais
das nanoparticulas (Singhal et al., 2012). O gréafico resultante dessa analise € de
intensidade em fungédo do angulo de difracéo, e os picos observados correspondem
a fase hexagonal do ZnO em sua estrutura wurtzita (Figuras 2, 3, 4, 5 e 6)
(Yogamalar et al., 2009; Marana et al., 2010). O ZnO em fase wurtzita se encontra
em uma estrutura hexagonal onde cada atomo de zinco (Zn) esta no centro de um
tetraedro distorcido coordenado a quatro atomos de oxigénio (Marana et al., 2010).
As posicoes dos picos aproximadamente em 31,5°; 34,0°; 35,5° 47,0°; 56,0° 62,5° e
67,5° observadas nos graficos correspondem aos respectivos planos cristalograficos
(001), (002), (101), (102), (110), (103) e (112) e podem indicar a estrutura hexagonal
wurtzita do ZnO, de acordo com a ficha cristalografica JCPDS 36-1451 (Scanferla et
al., 2022; Ragupathy et al., 2022).

Figura 2 - Difratograma de Raios-X das NPs de ZnO
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Fonte: autoria propria (2024).
Legenda: Difratograma de raios X das nanoparticulas de ZnO n&o dopadas. Grafico de intensidade

por angulo.
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Figura 3 - Difratograma de Raios-X das NPs de ZnO/Cu 0,1%
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Fonte: autoria prépria (2024).
Legenda: Difratograma de raios X das nanoparticulas de ZnO dopadas com 0,1% de Cu. Grafico de

intensidade por angulo.

Figura 4 - Difratograma de Raios-X das NPs de ZnO/Cu 0,5%
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Fonte: autoria propria (2024).
Legenda: Difratograma de raios X das nanoparticulas de ZnO dopadas com 0,5% de Cu. Grafico de
intensidade por angulo.
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Figura 5 - Difratograma de Raios-X das NPs de ZnO/Cu 1,0%
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Fonte: autoria propria (2024).

Legenda: Difratograma de raios X das nanoparticulas de ZnO dopadas com 1,0% de Cu. Grafico de
intensidade por angulo.

Figura 6 - Difratograma de Raios-X das NPs de ZnO/Cu 5,0%
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Fonte: autoria propria (2024).
Legenda: Difratograma de raios X das nanoparticulas de ZnO dopadas com 5,0% de Cu. Grafico de
intensidade por angulo.

Todas as amostras dopadas com Cu apresentaram 0os mesmos picos que
os de ZnO n&o dopado, sugerindo que os ions de cobre substituiram os sitios de Zn
sem a perda da estrutura cristalina de ZnO (Archana et al., 2022; Singhal et al.,
2012). Observa-se ainda que os picos sao alargados, o que é caracteristico de um
fendbmeno estrutural associado a nanoparticulas, com aumento desse alargamento
nas maiores concentracbes de dopagem, o que pode sugerir uma diminuicdo no
tamanho da particula (Liang et al., 2021).

b) Espectroscopia na regido de UV-Vis:
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A espectroscopia na regido de UV-Vis &€ uma técnica bastante utilizada

em particulas nanométricas para examinar suas propriedades Opticas. A Figura 7

mostra os resultados referentes a capacidade de absorgdo das amostras na regiao

UV-Vis do espectro eletromagnético.

Figura 7 - Espectros na regiao de UV-Vis das
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Fonte: autoria propria (2023).

Legenda: Espectros na regido de UV-Vis das amostras de
nanoparticulas dopadas em diferentes concentragdes e da
amostra de ZnO nao dopado. Grafico de absorbancia (u.a.)

por comprimento de onda (nm).

Pode-se observar uma banda em aproximadamente 355 nm no eixo X do

processo de dopagem.

c) Avaliagao da Fotoluminescéncia:

grafico (comprimento de onda), o qual indica a presenga das NPs, pois esse pico se
deve a transic¢ao intrinseca do gap de ZnO (Shamhari et al., 2018; Veerabhadraiah et
al., 2022). Esses resultados associados aos de DRX revelam a formagao do ZnO a
partir do acetato de zinco. Em relagdo a dopagem, € possivel observar na Figura 7
um ligeiro deslocamento para menor comprimento de onda nas amostras dopadas,
principalmente na de 5,0% de ZnO/Cu, o que sugere um aumento do bandgap das
amostras pela presenca do dopante (Hammad et al.,, 2013). Dessa forma, em
corroboracdo com os resultados de DRX apresentados anteriormente, pode-se

sugerir que os atomos de Cu estdo fazendo parte da estrutura do ZnO em um
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Na Figura 8 observa-se que as cores de emissdo em UV-A das amostras
vao do amarelo ao azul, resultado caracteristico do ZnO. No ZnO nao dopado, ha
uma coloragdo amarelo-esverdeada intensa, com essa intensidade sendo atenuada
nas amostras dopadas com Cu, diminuindo cada vez mais com o aumento da
concentragdo de dopagem, o que é caracteristico de amostras de ZnO dopadas
(Archana et al., 2022). A emissdo amarelo-esverdeada € consequéncia da
recombinacdo de elétrons que estdo presos em estados de vacancia de oxigénio
com carga ionizada simples, que se recombinam com lacunas e liberam energia em
forma de luz, processo comum em nanoparticulas (Archana et al., 2022). Como
observado no resultado dos espectros na regiao de UV-Vis, essa alteragao na cor
sugere um deslocamento para uma regido de menor comprimento de onda
(Hammad et al., 2013). Com esse resultado, infere-se que houve a formagao do ZnO

e a dopagem foi realizada com éxito.

Figura 8 - Fotoluminescéncia em

camara UV das amostras de NPs

Fonte: arquivo pessoal (2024).

Legenda: Fotoluminescéncia em camara UV
das amostras dopadas em diferentes
concentragbes em 365 nm (UV-A).

4.2.2 Ensaio de MTT
Para estimar a atividade metabodlica de células ativas, foi executado o
ensaio de MTT. MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazodlio) € um
sal de tetrazolio. A redugao enzimatica do sal de tetrazdlio, que € amarelo, para
cristais de formazan, que apresentam uma cor azul-purpura intensa, € quantificada

no espectrofotbmetro para placas multipogos, sendo o valor da absorbancia
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observado diretamente proporcional ao numero de células vivas, portanto quanto
mais escura a solugdo, maior numero de células metabolicamente ativas (Grela et
al., 2018). A reducao acontece pois as células viaveis com enzimas oxidorredutases
dependentes de NADPH reduzem o MTT em cristais de formazan insoluveis, que
posteriormente sido dissolvidos com a utilizacdo de uma solugdo de solubilizagao
(Grela et al.,, 2018). A titulo de comparagdo, o método foi aplicado em células
BHK-21 e em células BHK-21 com Replicon SARS-CoV-2, os resultados sao
encontrados na Tabela 1 e na Tabela 2, respectivamente.

Tabela 1 - Resultados de ensaio de MTT (em porcentagem) de

viabilidade celular em células BHK-21. Média e desvio padrao da

triplicata
Zn0 nédo 5% 1% 0,5% 0,1%

CONC. dopado (%) ZnQ/Cu (%) ZnOiCu (%) ZnOI/Cu (%) ZnO/Cu (%)
20 pg/mL 6,1+486 69+11 5807 70+10 55+44
6,6 pg/mL 63,1+518 633+389 563+308 550+436 654+477
2,2 pg/mL 925+129 3864+155 0924+138 951+84 034+93
0,75 paimL 08,7 +21 053 +41 043 +6,1 97 8+38 g7 +05
0,25 pg/mL 084:23 99017 100000 983zx30 897 0.5

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)

Tabela 2 - Resultados de ensaio de MTT (em porcentagem) de

viabilidade celular em células BHK-21 com Replicon SARS-CoV-2.

Média e desvio padrao da triplicata

Zn0 nio 5% 1% 0,5% 0,1%
CONC.  dopado (%) ZnO/Cu (%) ZnO/Cu (%) ZnOICu (%) ZnOICu (%)
20 po/mL 5451 76+63  85:71 117297 51:48
66ug/mL  267=404 254315 261238 263:268 373:319
22pg/mL 832:150 825+x104 865:91 843:02 796=118
075pg/mL  1000+00 958:51 063:36 100,0£39 985225
025pgimL  100,0+00 942261 962:37 100035 100,0+0,0

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)

Com os resultados apresentados na Tabela 1 e na Tabela 2, nota-se que
com o aumento da concentragdo das suspensdes de nanoparticulas, menor é a

porcentagem de viabilidade celular, enquanto com a diminuicdo da concentragao das
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suspensdes de nanoparticulas, maior é a viabilidade celular. Tanto as células
tratadas com Replicon quanto as nao tratadas apresentaram esse comportamento, o
que indica que o Replicon nao influenciou significativamente na quantidade de
células viaveis e na citotoxicidade. Ademais, as porcentagens apresentadas em
ambas as tabelas ndo apresentaram diferengas significativas, o que contribui com a
informacéao anterior.

Na Tabela 2, pode-se observar as porcentagens de viabilidade celular
referentes as células tratadas com Replicon SARS-CoV-2. As porcentagens
representam a avaliagdo da fungdo mitocondrial das células, ou seja, sua
funcionalidade celular, o que determina o numero de células viaveis e efeitos
citotoxicos (Ghasemi et al., 2021). Portanto, em células infectadas pelo virus, as
amostras diminuiram a quantidade de células vivas, indicando potencial antiviral.
Nao foram demonstradas diferengas significativas de viabilidade celular entre as
nanoparticulas dopadas com Cu e as de ZnO nao dopado neste teste. Dessa forma,
como perspectiva futura, analise de citotoxicidade das NPs em células BHK-21 e
estudos complementares da atividade antiviral das amostras, principalmente das

dopadas, seriam importantes para melhor entendimento dos resultados.

4.2.3 Teste de difusao em agar

Problemas de resisténcia a antifungicos tém crescido nos ultimos anos,
causando problemas no tratamento de pacientes, fazendo com que tratamentos
alternativos se fagam cada vez mais necessarios. Estudo referente a um efeito
antifungico sinergético de fluconazol (medicamento antifungico) combinado com
nanoparticulas de ZnO contra cepas de Candida albicans apresentou formacao de
halos em difusdo em disco (Hajar et al., 2020).

Sendo assim, resultados de tamanho dos halos formados por amostras de
nanoparticulas de ZnO e nanoparticulas de ZnO dopadas com diferentes
concentragcdes de cobre estdo incluidos na Tabela 3, enquanto registros de placas

do teste apds incubacgéo estdo demonstradas na Figura 9.
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Tabela 3 - Média e desvio padrao do
tamanho dos halos formados (mm) no

teste de Difusdo em Agar

Tamanho do
Amostras Halo {(mm)

Anfotericina 2 pa/mL BT +21
Anfotericing 4 pg/mL 6315
ZnO néo dopado 97+06
ZnoiCu 0,1% 8723
Zn0iCu 0,5% 97+08
Zn0iCu 1,0% 97+12
ZnQiCu 5,0% 9000

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)

Figura 9 - Registro de placas de

Difusdo em Agar ap6s incubacéo

Fonte: arquivo pessoal (2024).
Legenda: Fotografia retirada das placas apos o
teste de Difusdo em Agar.

De acordo com a Tabela 3, pode-se inferir que os halos formados pelas
amostras de nanoparticulas s&do maiores do que os dos controles, sugerindo que as
nanoparticulas tém potencial fungistatico. As amostras de ZnO nao dopado e
dopado com 0,5% e 1,0% de cobre apresentaram maiores halos, entretanto o teste
de Concentragao Inibitéria Minima (CIM), que é quantitativo, foi realizado para

confirmar esses resultados.

4.2.4 Concentragao Inibitoria Minima (CIM)
Com base nos dados apresentados na Tabela 4, todas as amostras

demonstraram atividade fungistatica. O crescimento da levedura é observado pela
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mudanca de coloragdo, que passa de azul para rosa. Neste teste, houve uma
melhora na atividade fungistatica com o aumento da dopagem. Especificamente, as
nanoparticulas dopadas com 5,0% de cobre exibiram uma menor concentragdo de
inibicdo minima, indicando uma atividade mais pronunciada, sendo assim mais
promissoras como material fungistatico. A Figura 10 mostra o registro do CIM apds

adicao de resazurina.

Tabela 4 - Resultados da moda do
teste de Concentragao Inibitoria

Minima

Conc. de Inibigdo

Amostras {ug/mL)
Anfotericina =16,0
Zn0 ndo dopado 5000,0
ZnCu 0,1% 5000,0
ZniCu 0,5% 1250,0
ZnCu 1,0% 6250
ZniCu 5,0% 3125

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)

Figura 10 - Registro de placa de CIM apos

2 horas da adicao de resazurina

Fonte: arquivo pessoal (2024).
Legenda: Fotografia retirada da placa de 96 pogos
apos o teste de Concentragao Inibitéria Minima.
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Portanto, no CIM os resultados obtidos corroboram com o esperado e a
presengca do cobre melhorou a atividade fungistatica, sugerindo uma combinagao

dos mecanismos antimicrobianos do ZnO e do Cu.

4.2.5 Concentragao Fungicida Minima (CFM)
A Figura 11 apresenta registro da placa de petri com agar Sabouraud apos
transposicao do CIM e posterior incubacdo. O crescimento positivo da levedura foi
considerado quando houve crescimento de colénias. Os resultados de moda das

triplicatas independentes do CFM estao descritos na Tabela 5.

Figura 11 - Registro de placa de CFM

apos incubagao

Fonte: arquivo pessoal (2024).

Legenda: Fotografia retirada da placa de
agar Sabouraud apés o teste de
Concentragdo Fungicida Minima.

Tabela 5 - Resultados da moda do
teste de Concentragdo Fungicida
Minima

Conc. Fungicida

Amostras {ug/mL)
Anfotericina =16,0
Zn ndo dopaddo =10000,0
Zn0fCu 0,1% =10000,0
Zn0fCu 0,5% 10000,0
Zn0fCu 1,0% 5000,0
Zn0fCu 5,0% 10000,0

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)
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Baseando-se nos dados da Tabela 5, as amostras de 0,5%, 1,0% e 5,0%
de dopagem com cobre das nanoparticulas de ZnO demonstraram atividade
fungicida, pois ndo houve crescimento da levedura nas placas nas concentracdes de
10.000 pg/mL em 0,5% e 5,0% de ZnO/Cu e 5.000 ug/mL em 1,0% ZnO/Cu.
Notavelmente, a de 1,0% mostrou menor concentragdo para atividade fungicida,
indicando uma maior eficacia. A amostra de 0,1% ZnO/Cu, assim como a nao
dopada, nédo apresentaram atividade fungicida com a concentracdo minima utilizada
(10.000 pg/mL).

Sendo assim, os resultados referentes a analise das atividades fungicida
e fungistatica atendem ao objetivo do trabalho, tendo em vista que a substituicdo de
alguns atomos de Zn na rede de nanoestrutura do ZnO pelo Cu modificou os efeitos

antifungicos das nanoparticulas.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os ensaios de caracterizagao (DRX, espectroscopia na
regidao do UV-Vis e fotoluminescéncia), as suspensdes aquosas de nanoparticulas
de ZnO dopadas com Cu, com a superficie modificada, apresentaram caracteristicas
estruturais condizentes com as nanoparticulas a base de ZnO previamente
estudadas na literatura cientifica. As nanoparticulas estudadas reduziram a
viabilidade das células BHK-21 com Replicon SARS-CoV-2, como mostra o ensaio
de MTT, desta forma sendo promissoras para uso futuro em materiais com atividade
antiviral. No entanto, neste ensaio, as dopagens com cobre nao apresentaram
diferengas significativas em comparagcdo com o ZnO nado dopado. Testes mais
completos deverdo ser realizados para confirmar a atividade antiviral das
nanoparticulas.

No que diz respeito a atividade antifungica frente a Candida albicans, as
amostras apresentaram halos de inibicdo maiores que os controles (anfotericina B
de 4 e 2 pg/mL) no teste de difusdao em agar. No CIM, todas as suspensdes de
nanoparticulas obtiveram atividade fungistatica, com a concentragdo inibitdria
minima diminuindo com o aumento da concentracdo de dopagem, sendo que a de
5,0% de ZnO/Cu apresentou a menor concentracao inibitoria, portanto sendo a mais
fungistatica. As amostras dopadas com 0,5%, 1,0% e 5,0% de cobre exibiram
atividade fungicida, sendo que a de 1,0% apresentou a menor concentragao
fungicida.

Dessa forma, as suspensdes de nanoparticulas de ZnO nao dopado e as
dopadas com Cu em diferentes concentragdes (0,1%, 0,5%, 1,0% e 5,0%) séo
promissoras em materiais e farmacos antimicrobianos, em destaque para suas

atividades antivirais e antifungicas.
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