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Abstract

The aim of the present project is to deepen a study on deposition of ZnO thin
films, to coat hospital surfaces, using radio frequency sputtering technique. From this
technique, and by varying the deposition power, different surface topographies of ZnO
coatings were obtained. All thin films were studied using several characterization
techniques and the results showed that the lower the power density during the
deposition, the thinner the thickness of the thin films and the respective topography
was less angular, with decreased roughness.

Zn0 surfaces were used for antimicrobial testing to infer which surface would
have the highest activity over three bacterial strains commonly found in a hospital
setting: Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) and Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa). The tests were carried out with and without irradiation of
ZnO thin films with UV in order to analyze the impact of this type of radiation on
bacterial inhibition of surfaces.

Subsequently, one of the thin film types was selected to perform tests together
with a natural material, reported in the literature as an antibacterial agent: lemon oil.
The inhibition halos evaluated in solid culture medium were satisfactory for S. aureus
and E. coli strains under both conditions, with and without UV light irradiation. However,
the diameter of the halos obtained for films exposed to ultraviolet radiation was larger.
This study demonstrated the viability of using thin films to coat non-deformable surfaces

of hospital equipment.

Keywords: ZnO thin films, sputtering, antibacterial activity, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, lemon oil.



Resumo

O objetivo do presente projeto é o de aprofundar um estudo sobre a deposicao
de filmes finos de ZnO, para revestir superficies hospitalares, a partir da técnica de
pulverizagdo catddica por radiofrequéncia. Utilizando esta técnica, e pela variagao da
poténcia de deposicdo, foram obtidas diferentes topografias superficiais destas
superficies de ZnO. Todos os filmes finos foram estudados através da utilizagao de varias
técnicas de caracterizacdo. Os resultados evidenciaram que quanto menor a densidade
de poténcia durante a deposicdo menor a espessura dos filmes finos e a respetiva
topografia apresentava-se menos angular, com diminuicdo de rugosidade.

Numa fase posterior, as superficies de ZnO foram utilizadas na realizacao de
testes antimicrobianos, de modo a inferir qual das superficies teria uma maior atividade
em relacgdo a trés estirpes bacterianas usualmente encontradas em ambiente hospitalar:
Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) e Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa). Os testes decorreram com e sem irradiagao dos filmes finos de ZnO com
UV, de modo a analisar o impacto deste tipo de radiacdo na inibicdo bacteriana das
superficies.

A partir destes resultados, foi selecionado um dos tipos de filmes finos para a
realizacdo de testes conjuntamente com um material natural, reportado na literatura
como um agente antibacteriano: o 6leo de limao. Os halos de inibicdo avaliados em meio
de cultura sdélido foram satisfatdrios para as estirpes de S. aureus e E. coli em ambas as
condi¢bes, com e sem irradiacdo de luz UV. No entanto, o diametro dos halos obtidos
para os filmes expostos a radiacdo ultravioleta foram superiores. Este estudo
demonstrou a viabilidade de utilizar filmes finos para o revestimento de superficies ndo

deformdveis de equipamentos presentes em ambiente hospitalar.

Palavras-chave: Filmes finos de ZnO, pulveriza¢éo catddica, atividade antibacteriana,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, dleo de limdo.
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Introducao

Atualmente, as infe¢cdes nosocomiais sdao consideradas uma das principais causas
de mortalidade e morbidade entre os pacientes hospitalizados. Uma infecdo
nosocomial, também denominada de infecdo hospitalar, pode ser definida como uma
infecdo adquirida numa unidade de saude por um paciente, admitido por outra razao
gue ndo aquela infecdo. Estima-se que estas afetem 1 em cada 10 pacientes internados
no hospital, resultando anualmente em 37. 000 fatalidades e que em média um paciente
com infecdo nosocomial passa 2,5 vezes mais tempo no hospital. Estas infecdes devem-
se, entre outros fatores, a uma maior resisténcia dos agentes patogénicos aos
antibidticos, tornando-se numa séria ameaca ao sucesso do tratamento de doencas
infeciosas. As bactérias desenvolvem resisténcia quando adquirem novo material
genético que codifica esta resisténcia e é transferido para outras estirpes. Destacam-se
a Pseudomonas aeurigonsa (P. aeruginosa), a Escherichia coli (E. coli), a Staphylococcus
aureus (S. aureus) entre as estirpes mais frequentemente encontradas em ambiente
hospitalar [1][2][3].

Assim, existe uma necessidade urgente e continua de encontrar e investigar
novos compostos antimicrobianos e é neste contexto que se insere o objetivo da
presente dissertacdo. Com recurso a técnica de pulverizacao foram depositados filmes
finos de éxido de zinco, ZnO, com o objetivo de avaliar a sua capacidade de superficie
antibacteriana para revestirem as superficies dos materiais ndo deformaveis nas
unidades de saude.

O (Zn0O) é um material inorganico que se encontra reportado como potencial
agente antibacteriano, por destruir a integridade das células ao libertar ides e espécies
reativas. Este modo de acdo, ndo especifico contra determinadas estirpes de bactérias
faz com que o ZnO seja um material ideal, j3 que este ndo apresenta riscos de
desencadear resisténcia nestes agentes patogénicos. Deste modo, o seu uso na
prevencado e tratamento de doencas infeciosas é potencializado [4][5].

Uma outra maneira de combater as bactérias é a partir dos citrinos que sdo
constituidos por muitos metabolitos secundarios biologicamente ativos, como

flavondides, esterdis, éleos volateis, acidos organicos e alcaldides. Os seus 6leos



essenciais sdo fontes ricas de compostos biologicamente ativos com propriedades
antibacterianas excecionais, com a capacidade de atacar a bicamada fosfolipidica da
membrana celular dos microrganismos e interromper os seus sistemas enzimaticos,
tornando-se assim muito dificil para os microrganismos desenvolverem resisténcia a
estes materiais bioldgicos. Como tal, numa fase posterior desta dissertacao procedeu-
se a ligacdo do dleo essencial de limado a superficie dos filmes finos de ZnO, na tentativa
de reforcgar o efeito antibacteriano do material inorganico [1].
A presente dissertagdo encontra-se dividida em 3 capitulos:
e O primeiro capitulo apresenta uma revisao da literatura que se inicia com
a problematica das infecdes nosocomiais, passando pelas atuais técnicas
de prevencdo, pelos materiais bioldgicos antibacterianos, e finaliza com
diferentes fatores que tém impacto na atividade antibacteriana do ZnO.
e O segundo capitulo aborda os materiais e métodos utilizados durante
este trabalho, tais como as técnicas usadas para a deposicdo e
caracterizacdo dos filmes finos de ZnO e por fim o procedimento
experimental para os testes antibacterianos.
e O dultimo capitulo apresenta os resultados decorrentes do trabalho

experimental, bem como a respetiva discussao.



Capitulo 1

Estado da Arte

1.1. Infeg¢does hospitalares

As infegOes hospitalares, também denominadas como infe¢des nosocomiais,
surgem nos pacientes quando estes se encontram sob cuidados médicos num hospital
ou em qualquer outra unidade de saude, e que ndo existiam antes da admissdo do
paciente [6].

As infecdes nosocomiais estdo, ja desde ha muito tempo, entre as principais
causas de mortalidade e atualmente representam um dos problemas mais relevantes
na saude publica a nivel mundial. Estudos apontam que este tipo de infe¢do prejudica o
resultado clinico de cerca de 15% dos pacientes hospitalizados, sendo que anualmente,
e apenas na comunidade europeia, ha uma perda financeira de 6,23 milhdes de euros
relacionados com este problema. Acresce o facto de que cerca de 3,2 milhdes de
pacientes adquirem pelo menos um tipo destas infe¢cdes hospitalares, dos quais 37.000
destes acabam por falecer como consequéncia direta destas infe¢des [7][8][9].

Os microrganismos presentes nos hospitais podem incluir bactérias
patogénicas, virus, fungos e leveduras que sao fatores de risco para a saude dos
pacientes, visitantes e profissionais de salude. As bactérias, resistentes a farmacos, tém-
se tornado a via preferencial na propagacao deste tipo de infe¢des, sendo responsaveis
por 90% delas. Estes agentes patogénicos para serem considerados multirresistentes
tém de resistir a acdo terapéutica de pelo menos 3 antibidticos distintos. O
desenvolvimento da multirresisténcia nas bactérias é essencialmente devido ao uso
excessivo de antibidticos, bem como a sua utilizacdo de modo distinto do prescrito,
nomeadamente tempos mais curtos de toma do farmaco. As bactérias multirresistentes

estdo, cada vez mais, a tornar-se num problema social, resultando numa maior



dificuldade para tratar este tipo de doengas infeciosas e aumentando o numero de
mortalidades. As 5 principais bactérias multirresistentes sdo: Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa [10][11].

As bactérias podem ser divididas segundo variadas classificacées uma das
quais tem origem na diferenca da estrutura da respetiva parede celular. Neste caso, sdao
considerados dois grandes grupos: as bactérias Gram-positivas e as Gram-negativas. As
Gram-positivas possuem uma parede celular mais espessa constituida maioritariamente
por peptidoglicanos (20-80 nm). Por outro lado, a parede celular das bactérias Gram-
negativas é composta por duas membranas; uma membrana externa e uma membrana
plasmdtica com uma fina camada de peptideoglicanos com uma espessura de 7 a 8 nm

(Figura 1.1) [12].
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Figura 1.1. Estruturas diferentes das a) bactérias Gram-positivas e b) bactérias Gram-

negativas. (adaptado de [13]).

A utilizacdo de um novo antibiético, para além de ser um acontecimento raro sé
por si, dado a desaceleragao no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, pode
ser acompanhado pelo surgimento de resisténcia bacteriana a esse mesmo farmaco. A
mutagdao de genes que resultam na resisténcia das bactérias ao tratamento tem sido
acelerada por uma série de fatores, entre eles: a prescricdo excessiva de agentes

antibacterianos, a transferéncia de genes resistentes entre as bactérias e a disseminacao
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epidémica de estirpes resistentes entre os pacientes. A evolugdo rapida da resisténcia
aos antibidticos expde as deficiéncias existentes no desenvolvimento de novos farmacos
e dificulta o desenvolvimento de solucdes para controlar estas infecGes. Todos estes
fatores ampliam o espectro de infe¢Ges que poderdo, num futuro muito préximo, ser
incontrolaveis com os antibidticos disponiveis [7].

Muitas das infecdes nosocomiais podem ser transmitidas a partir de uma
contaminacdo generalizada dos agentes patogénicos nas diversas superficies dos
ambientes hospitalares, por ndo serem eficientemente controladas pelos meios de
saneamento convencionais. As superficies das unidades de saude sdo locais de
acumulacdo destes agentes patogénicos que podem ser transmitidos de um paciente
afetado para um hospedeiro suscetivel, pondo em risco a salde deste. Esta transmissao,
direta ou indireta, ocorre mais frequentemente através de objetos, superficies e ar
contaminados e ainda pelas maos dos profissionais de salde que desempenham um
papel fundamental, por entrarem em contacto com as dareas ou pacientes
contaminados. A sobrevivéncia dos agentes patogénicos nestes ambientes, que pode
variar entre horas a meses, torna a contaminacdo das superficies hospitalares ainda
mais preocupante, pois desempenham um papel crucial na aquisicdo destas infe¢des
[8][14][9][15]. Acresce o facto de que os procedimentos de higienizacdo ndo tém em
consideracao a diferente eficiéncia dos produtos utilizados nos distintos tipos de
materiais que se encontram nas unidades de saude: metais, ceramicos e polimeros.

Os pacientes sdo a fonte primaria de contaminacdo. Desta forma, as superficies
hospitalares de contacto préoximo com os mesmos, tais como as barras da cama, a mesa
de cabeceira, as torneiras e os corrimdes nas alas hospitalares sdo consideradas
superficies de facil contaminacdao e de elevado risco de transferéncia tanto para os
profissionais de saide como para os pacientes [14][15].

A contaminacgdo dos quartos dos pacientes ndo infetados acontece com maior
frequéncia a partir da continuac¢do da viabilidade dos microrganismos partilhados pelos
ocupantes anteriores, pela importacao através das maos dos profissionais de saide ou

visitantes e até mesmo pela partilha de portadores assintomaticos (Figura 1.2) [15].
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Figura 1.2. Esquema representativo da transmissao de agentes patogénicos em

ambiente hospitalar (adaptado de [15]).

Ademais, alguns estudos demonstraram o possivel papel desempenhado pelas
superficies dos uniformes, telemdveis, computadores e estetoscdpios pessoais dos
profissionais de saude, assim como pelos ventiladores de oxigénio e pelo vestuario de
protecdo usado nas salas de operacdes. Algumas outras fontes reconhecidas para o
surto de infe¢Oes sdo através dos sistemas de agua, da comida e outros equipamentos
médicos [6][14][16].

A contaminacao das unidades de cuidados intensivos e das salas de operagdes é
considerado um fator de elevado risco, podendo p6ér em causa a vida dos pacientes,
especialmente quando estes se encontram debilitados ou submetidos a procedimentos
cirargicos que exigem alto nivel de esterilizagdo ambiental [10]. Como estas infe¢des
ocorrem no ambiente hospitalar podem prolongar o tempo de internamento do
paciente e provocar a sua incapacidade a longo prazo. Os fatores de risco determinantes
para as infecGes nosocomiais dependem, essencialmente, do ambiente onde o cuidado
de saude estd a ser fornecido, da idade do paciente aliada a sua suscetibilidade e
condicao fisica, da falta de consciéncia do prevalecimento das contaminacdes entre os
funciondrios e os profissionais de saude e da dimensdo da prépria unidade de salde.

Estes fatores de risco sdo agravados quando: (i) as condic¢des higiénicas da unidade de
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saude sdo mas; (ii) ha uma gestdo inadequada de residuos pela unidade de saude; (iii)
os pacientes sofrem de imunossupressdao ou tém uma estadia prolongada nos cuidados
intensivos; e (iv) quando sdo submetidos a um uso prolongado de antibidticos. Outros
fatores a ter em consideragdo sdo: o uso improprio de técnicas de injecdao, o pouco
conhecimento de medidas de controlo bdsicas para infe¢des, o uso inapropriado de
dispositivos invasivos e a falta de politicas de controlo [6][16].

Atualmente, existem algumas técnicas para evitar a propagacao destas infecdes

nas unidades de saude que serdao abordadas no préximo ponto.

1.2. Prevengao das infe¢des nosocomiais

Uma vez que as comunidades bacterianas (microbioma) e o uso de antibidticos
sao diferentes para cada unidade de saude, naturalmente, a distribuicdo de bactérias
patogénicas e a sua suscetibilidade aos farmacos sdao também distintas. Por este motivo,
€ necessario numa primeira instancia entender a distribuigdo e resisténcia aos farmacos
das bactérias em cada unidade hospitalar especifica e, a partir destes dados, estabelecer
a prevencgao e o tratamento. Efetivamente, determinar como é que os microrganismos
colonizam, persistem e mudam no ambiente hospitalar tem o potencial de elucidar a
maior fonte destas infecdes. Contudo, a complexidade do mundo microbial confunde as
diversas tentativas em focar a atencdo dos investigadores somente num agente
patogénico especifico [11][16].

Uma mais cuidadosa descontaminacdo do ambiente contribui para um melhor
controlo sob os surtos e reduz as transmissdes endémicas. Para melhorar o sistema de
higiene deve haver um aprimoramento da eficacia na limpeza e desinfecdo A limpeza
convencional com produtos quimicos tem varias limitacdes, pois tem um efeito
tempordrio, um elevado impacto ambiental, ndo é direcionado a agentes patogénicos
especificos e pode contribuir para a selecdo de organismos resistentes a desinfetantes
e a antibidticos. Por outro lado, os diferentes materiais presentes nas unidades de saude
sao afetados de modo distinto pelos agentes de higienizacdo. Acresce o facto de os

microrganismos variarem na sua resisténcia aos desinfetantes, pelo que os agentes de



limpeza devem ser escolhidos cuidadosamente para uma melhor eficacia. Uma escolha
nao eficaz dos produtos de limpeza e um ambiente hospitalar muito complexo e dificil
de limpar podem redirecionar os agentes patogénicos para outras superficies. Por outro
lado, o desenvolvimento de genes de resisténcia por parte dos microorganismos, que
muitas vezes estao contidos em vetores complexos de DNA, podem também induzir
resisténcia a desinfetantes e metais pesados, fazendo com que a contaminagdo possa
persistir ou regressar [8][9][15][16].

Pelas razGes apresentadas é importante desenvolver procedimentos de
saneamento que sejam capazes de combater doencas e surtos associados a
disseminacdo de agentes patogénicos especificos, pois os desinfetantes convencionais
ndo sdo capazes de o fazer [8].

Os desenvolvimentos tecnoldgicos capazes de ajudar no processo de limpeza e
desinfecdo incluem a introducdo de materiais de microfibra. Para além disso, os
designers e fabricantes dos equipamentos hospitalares podem ajudar na construcdo de
hospitais menos complexos e mais simples de higienizar [15].

Um fator de risco que pode ser eliminado é o incumprimento das diretrizes atuais
de higiene pelos profissionais de saude, em determinadas situacdes, que pode
catapultar contaminagdes cruzadas entre o ambiente e os pacientes ou provocar uma
transmissao direta de paciente para paciente. Para além disso, uma estratégia que pode
ter um impacto significativo é o envolvimento dos pacientes na prevencdo e controlo
destas infecdes [14][17].

Uma outra abordagem para combater as infecdes nosocomiais é a baseada no
uso de bactérias benéficas, onde se mostrou que estas podem diminuir as bactérias
patogénicas sem induzir a resisténcia a farmacos. No entanto, a a¢cdo probidtica nao é
rapida nem especifica. Em contraste, os bacteriéfagos tém sido sugeridos como agentes
descontaminantes, por serem capazes de matar bactérias especificas muito
rapidamente, apesar da sua acdo ser limitada temporalmente. Como resultado, com
base nas propriedades dos probidticos e bacteriéfagos, foi testado o seu uso combinado
como um sistema potencial para eliminar, de um modo sustentado, as bactérias
responsaveis pelas infecdes hospitalares, com especial foco nas multirresistentes.

Notavelmente, esta combinac¢do ndo so resultou numa reducdo rapida (até> 90%) dos



microrganismos alvo, como também, devido ao efeito estabilizador dos probidticos, os
patégenos foram mantidos em niveis baixos (< 99%) em épocas posteriores [8].

O desenvolvimento de superficies antibacterianas, fortemente estimulado pela
necessidade urgente em identificar alternativas a administracdo de antibidticos, tem-se
tornado extremamente relevante para minimizar as infecdes nosocomiais. Gragas aos
recentes avangos em ciéncias dos materiais, em biotecnologia e ao rdpido crescimento
sobre o conhecimento do efeito de determinados materiais em diversos ramos da
microbiologia, uma extensa variedade de materiais esta agora disponivel para o
revestimento de superficies com propriedades antibacterianas. Entre estes, destaca-se
a prata, conhecida por desativar enzimas ao ligar-se aos grupos tiol e por inibir a cadeira
respiratdria dos agentes patogénicos. Este material, é de longe o metal mais usado para
fins antibacterianos, comegcando muitas estirpes bacterianas a criar resisténcia a este
metal. Outros estudos revelaram ainda que o cobre é capaz de induzir a peroxidagdo nas
membranas das bactérias e que o zinco tem a capacidade de inibir a atividade
enzimatica das mesmas [18].

Nesta dissertacdo pretende-se aferir a capacidade de superficies revestidas com
filmes finos de ZnO possuirem propriedades antibacterianas, contra algumas das
estirpes mais prevalentes nas unidades de saude. Por este motivo, no proximo ponto
sera discutido com maior profundidade algumas das suas propriedades/caracteristicas

deste composto ceramico e as suas aplicagdes como agente antibacteriano.

1.3. Oxido de zinco e o seu impacto na atividade

antibacteriana

O Oxido de zinco (ZnO) é descrito como um material inorganico funcional,
promissor e versatil, com uma ampla gama de aplicacdes. E um semicondutor do tipo n
com uma banda de 3,3 eV e com uma energia de ligacao livre significativamente elevada
(60meV), permitindo assim que a emissdo de excitacdo seja eficiente a temperatura

ambiente. Aliando estas propriedades a sua biocompatibilidade, propriedades éticas e



piezoelétricas e a sua capacidade de atuar como fotocatalizador fazem com que este
composto seja altamente desejavel para vdrias aplicages, incluindo: aditivos
alimentares, biossensores, engenharia de tecidos, biosseguranca de células, sistemas de
detecdo de fluorescéncia, sistemas de entrega de farmacos, diagndstico de cancro,
revestimento de superficies, fotocatalisador, cosmética, agente antibacteriano e
protetor UV. Entre as suas principais vantagens conta-se ainda a sua facil preparagao na
forma de filmes finos, nanofios, nanobastdes e nanoparticulas [4][12][13][19].

Mais detalhadamente, este material tem sido usado pela industria de protetores
solares devido as suas propriedades 6ticas apelativas e pela sua capacidade de refletir,
dispersar e absorver a radiagao UV. Entre as aplica¢des bioldgicas, a existéncia de filmes
finos de ZnO mesoporosos pode permitir que varios farmacos e moléculas
biologicamente relevantes sejam carregadas e entregues, abrindo assim caminho para
aplicagbes em sistemas de entrega de farmacos. Por outro lado, as estruturas
macroporosas deste material que apresentam boas atividades antibacterianas e
piezoelétricas podem permitir a criagdo de novos scaffolds para aplicacbes em
engenharia de tecidos e para o revestimento de superficies [4][19].

De acordo com o American Heritage Medical Dictionary, a atividade
antibacteriana é a acdo pela qual o crescimento bacteriano é destruido ou inibido e um
agente antibacteriano é considerado bactericida se mata as bactérias ou bacteriostatico
se inibe o seu crescimento. O ZnO pode atuar como agente antimicrobiano por possuir
propriedades bactericidas contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
potencializando assim o seu uso na prevengao e tratamento de doencas infeciosas.
Atualmente, este composto esta a ser investigado como agente antibacteriano em
formulag¢bes a micro e nanoescala. Quando em dimensdes nanométricas este exibe
morfologias variadas e apresenta atividade antibacteriana significativa sobre um amplo
espectro de estirpes bacterianas [12][19].

O contato direto de nanoparticulas de éxido de zinco com as paredes celulares,
resulta na destruicdo da integridade das células bacterianas, devido a libertacdo de ides
com propriedades antimicrobianas, principalmente ides Zn?* e na formac3o de espécies
reativas de oxigénio (ROS), tais como o perdxido de hidrogénio (H.0,) e os ides
superoxidos (0%). Consequentemente, a morfologia das membranas das bactérias é

alterada, provocando um aumento da sua permeabilidade, ocorrendo a disrupcao da
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regulacdo do transporte transmembranar, resultando em morte celular. Este modo de
acao nao especifico contra as bactérias fazem com que este agente antimicrobiano seja
ideal por ndo apresentar riscos em desencadear resisténcia bacteriana [12][19].
Curiosamente, vdrios estudos relataram ainda que as nanoparticulas de ZnO sdo
ndo-toxicas para as células humanas e tém uma boa biocompatibilidade com as
mesmas, podendo este ser um dos aspetos mais importantes na utilizagao deste

composto como agente antimicrobiano [12].

1.3.1. Tamanho

O tamanho do ZnO, tanto sob a forma de particulas como sob a forma de
material ja conformado (superficie) afeta as suas propriedades antibacterianas,
principalmente porque a drea superficial especifica, os a&tomos na superficie, a taxa de
absorcdo otica e a capacidade de adsorcdo deste material muda consoante o seu
tamanho [13].

No caso de particulas de ZnO, quanto menor o seu tamanho, maior é a sua area
de superficie especifica, maior a quantidade de 4tomos na superficie e mais elevada é a
sua taxa de absorc¢ao da luz. Desta forma, alcancar a superficie da bactéria, causar a
disrupcao da membrana celular e danificar as moléculas da célula torna-se mais facil.
Ademais, um tamanho mais reduzido deste composto permite produzir mais ROS,
aumentando o dano e o efeito endoquimico nas células bacterianas.
Consequentemente, as particulas mais pequenas podem penetrar nas células
bacterianas, eliminando-as de forma ainda mais eficiente [5].Com efeito, a vitalidade
das células vivas diminui significativamente a medida que o tamanho das nanoparticulas
de ZnO diminui, isto porque, hd um aumento da reacdo as bactérias, pois o nimero de
H.0; depende sobretudo da drea de superficie deste material. Adicionalmente, um
estudo demonstrou que a dissolugdo das nanoparticulas de éxido de zinco dando origem
aos ides Zn?*, responsavel pela toxicidade do composto, era dependente do tamanho

[12][20].
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Concluindo, um aumento da &area superficial especifica e a diminuicdo do
tamanho das particulas, bem como da sua cristalinidade, torna a atividade

antibacteriana mais forte [21].

1.3.2. Concentra¢ao

A concentragdo desempenha também um papel importante na atividade
fotocatalitica do ZnO, porque a area de superficie e as oportunidades de contacto entre
a matéria organica e inorganica aumentam com uma maior concentra¢do. Por norma, a
taxa da reacdo inicial aumenta rapidamente com o aumento da concentracdo do ZnO,
contudo a taxa da reagdo diminui quando a dosagem é muito elevada [22][23][24].

Muitos estudos sugerem que a atividade antimicrobiana, das nanoparticulas de
ZnO, depende também da sua concentracdo e estrutura cristalina, demonstrando
posteriormente que o aumento da concentracdo das nanoparticulas resultava numa
maior atividade antibacteriana contra a Escherichia coli (E. coli), isto porque uma maior
quantidade de H;0,, letal para as bactérias, era gerada na superficie do composto.
Consequentemente, as nanoparticulas deste composto interagiram com a parede da
membrana da E. coli causando danos consideraveis e desencadeando o colapso da
membrana celular [12][25].

Um outro estudo apoiou esta hipdtese, mostrando que uma baixa concentracao
de ZnO era incapaz de inibir as bactérias. Contudo, a atividade antibacteriana deste
composto intensificava-se com o aumento da concentra¢dao. Acabando por demonstrar
gue a atividade antibacteriana teria dependido da area externa e da concentracdo
[26][27].

O aumento da concentragdo de ZnO, para concentracdes entre 50-100 mg L,
potencializa a morte celular dos microrganismos, pelo facto de interromper a funcao
mitocondrial, estimular a perda de lactato desidrogenase e alterar a morfologia da
célula, [12].

Concluindo, como varios estudos demonstraram, a concentracdo de

nanoparticulas deste material, desempenha um papel importante na atividade
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fotocatalitica e antibacteriana, sendo estas favorecidas quando a uma maior

concentragdo se alia uma maior drea superficial [13].

1.3.3. Radia¢ao Ultravioleta

Varios estudos demonstraram que as propriedades antibacterianas do ZnO
variavam sob diferentes condi¢des de iluminagdo, sendo que a eficiéncia antibacteriana
do material é maior em condicdes onde havia irradiacdo com luz ultravioleta, seguido
de luz solar simulada e por fim com auséncia de luz. A principal razdo para estes
resultados é o facto do ZnO incrementar as suas propriedades fotocataliticas quando
submetido a irradiagcdo [28][29][30].

Por outro lado, outros estudos mostraram que a adesao das nanoparticulas de
ZnO a parede celular das bactérias em condi¢des de auséncia de luz, apresentam um
risco significativo para os micrébios ambientais devido a entrada dos ides Zn?* no
citoplasma das bactérias. Relativamente as condi¢des em luz solar simulada, verificou-
se uma producado de radicais hidroxilo, radicais livres de anides superdxidos e outros
materiais com reatividade elevada. A grande quantidade de material ativo produzido
sob estas condi¢des pode interagir com a bactéria e destruir a sua estrutura, inibindo
efetivamente o crescimento e a reproducdo das mesmas. Todavia, O ZnO responde
melhor a luz ultravioleta, absorvendo-a intensamente, o que leva a um aumento
significativo da sua interacdo com as bactérias [13][31].

A fotocondutividade deste composto persiste por muito tempo mesmo depois
de se desligar a fonte de luz UV. Tal facto é devido a formacdo de uma regido de
deplecdo dos eletrdes a superficie e que se encontra fortemente associado as espécies
negativas de oxigénio (02, 02%) que se encontram adsorvidas na superficie. A radiacdo
UV causa rapidamente a desadsorc¢do destas espécies resultando na reducdo da regido
da superficie de deplecdo dos eletrdes, causando uma melhoria na fotocondutividade
[12].

As nanoparticulas de ZnO em solucdo aquosa sob radiacdo UV tém efeito

fototdxico, podendo levar a producdo de ROS como o perdxido de hidrogénio (H202) e
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os ides de superdxido (0%). Estas espécies ativas geradas s3o capazes de penetrar nas

células, inibindo ou matando os microrganismos, tal como descrito anteriormente [32].

Além disso, a radiacdo de elevada intensidade com comprimentos de onda

especificos

mostraram

podem matar os microrganismos. Alguns resultados experimentais

que bactérias tais como a Acinetobacter bauman, P. aeruginosa e E. coli

podiam ser erradicadas por irradiagdo direta, numa ferida, com uma luz com

comprimento de onda de 400 nm, e que uma luz com comprimento de onda de 405 nm

poderia tornar a Helicobacter pylori inativa. Adicionalmente, poderia ser efetuada a

esterilizaca

o da Salmonella typhimurium com recurso a uma luz com comprimento de

onda de 521 nm [33][34].
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1.4. Materiais biolégicos com propriedades

antibacterianas

Existe uma necessidade extremamente urgente em testar novos agentes
antimicrobianos, particularmente para o tratamento de infe¢des crénicas associadas a
uma colonizagao persistente de bactérias multirresistentes. Nos ultimos anos tem
havido uma crescente ateng¢ao em relagao aos agentes antimicrobianos derivados de
materiais bioldgicos naturais como uma alternativa aos antibioticos.

Os compostos naturais sao capazes de responder simultaneamente a mais do
gue um alvo bacteriano, sendo esta a propriedade que os torna menos propensos a
permitir o desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Para além deste facto, estes
produtos sdo rotulados como “Geralmente Reconhecidos como Seguros” (GRAS), tendo
sido ainda observado que alguns deles poderiam aumentar a atividade de antibidticos,
exibindo um efeito sinérgico [36].

Desde os tempos ancestrais que os produtos antimicrobianos naturais tém sido
usados por varias culturas espalhadas pelo mundo como uma parte fundamental de
tratamentos medicinais, podendo ser obtidos a partir de diferentes fontes que incluem:
plantas, animais, bactérias, algas e fungos. Os que mais se destacam como alternativa
aos antibidticos convencionais sdo essencialmente os produtos provenientes de plantas
e seus derivados, por serem naturais, baratos e de facil acesso [18][36][37].

As plantas produzem um vasto repertério de metabolitos secundarios, tais como:
Oleos essenciais, alcaldides, terpendides, fendlicos e peptideos. Estes metabolitos
desempenham um papel importante na protecao das plantas contra pragas, radiacdes
UV e infecBes microbianas, afetando as células destes agentes patogénicos através de
varios mecanismos. Estes ultimos incluem a rutura da estrutura e funcdao da membrana
celular, interrupgdo da sintese de DNA, interferéncia com o metabolismo intermediario
e inducdo de coagulos nos constituintes citoplasmaticos [36][37].

Os oleos essenciais (OEs) sdo reconhecidos ha décadas por exibirem atividades
bioldégicas, que incluem propriedades antioxidantes, anticancerigenas e
antimicrobianas. S3ao metabolitos secundarios com fortes odores, produzidos por

plantas aromaticas e destacam-se por serem liquidos, volateis e soluveis em lipidos e
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solventes organicos, apresentado uma densidade menor que a agua. Sdo constituidos
por cerca de 20 a 60 compostos com diferentes concentragdes, onde apenas dois ou
trés componentes principais estao presentes em concentragdes relativamente elevadas
(20 a 70%) [36][37][38].

As suas propriedades antimicrobianas sdo bem conhecidas e sdo atribuidas
principalmente a presenca de terpenos, terpendides e compostos aromaticos. Estes
compostos naturais podem inibir ou abrandar o crescimento de estirpes de bactérias
resistentes a antibidticos, bem como leveduras e fungos recorrendo a uma cascada de
reacdes que envolvem a alteracdo completa da morfologia celular dos microrganismos.
Varios estudos indicam um maior efeito antibacteriano dos OEs contra bactérias Gram-
positivas comparativamente as Gram-negativas. Tal é devido ao facto de a membrana
celular externa das bactérias Gram-negativas possui caracteristicas hidrofilas que
impedem o contato dos constituintes hidréfobos dos OEs com a célula bacteriana.
Contrariamente, estes materiais naturais podem prejudicar diretamente a membrana
celular das bactérias Gram-positivas, levando a rutura da mesma e provocando o
blogueio dos sistemas enzimaticos e o incremento da permeabilidade idénica da parede
celular. A concentracgdo utilizada dos compostos naturais deve exercer um forte efeito
bacteriostatico ou bactericida, sem causar problemas colaterais. Por fim, estes podem
ser usados isoladamente, ou em conjunto com outros OEs ou agentes sintéticos ativos,
uma vez que a sinergia foi observada pela combinacdo destas substancias [36][37][39].

Os monoterpenos bioativos, como o timol e carvacrol, encontrados
principalmente no éleo de tomilhos e orégaos, e os fenilpropandides, como o eugenol,
encontrados principalmente no éleo essencial de cravo, apresentam uma substancial
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O carvacrol
e o timol possuem a capacidade de desintegrar a membrana externa das bactérias
Gram-negativas e de romper a membrana celular das bactérias Gram-positivas,
contrariando assim o mecanismo de "reduzida permeabilidade da membrana" usado
por estirpes multirresistentes. Adicionalmente, os OEs de manjericao, salvia, alecrim e
orégdo sao eficazes contra estirpes de E. coli, S. aureus, Bacillus cereus e Salmonella spp
[36][37].

Por outro lado, o geraniol que é um constituinte dos OEs, mostrou ter uma

atividade inibidora contra algumas estirpes multirresistentes das bactérias Gram-
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negativas, nomeadamente: Acinetobacter baumannii, Enterobacter aerogenes, E. coli e
P. aeruginosa. A suscetibilidade destas bactérias a estes compostos foi incrementada
pela combinagcdo de farmacos comummente usados, como os [-lactamicos,
cloranfenicol e quinolonas com o geraniol [39].

Diferentes estudos também demonstraram que os éleos provenientes do limao
possuem atividade antibacteriana, sendo este mais eficiente do que aqueles
encontrados na laranja e toranja. O 6leo de limao citral e o linalol s3o eficientes contra
E. coli e Salmonella enterica e inibem o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (Campylobacter jejuni, E. coli, Listeria monocytogenes, e S. aureus).
Adicionalmente, foi demonstrado em dois estudos in vitro, que o sumo de limdo é
também um eficiente agente antibacteriano, inibindo o crescimento de bactérias
multirresistentes isoladas de ambientes clinicos (S. aureus, E. coli, Klebsiella aerogenes,
e Klebsiella pneumoniae). De realcar que o componente ativo em ambos os estudos foi
o0 acido citrico [40].

Uma outra alternativa bioldgica natural aos antibidticos convencionais sdo os
peptideos antimicrobianos (AMP), onde os seus mecanismos de acdo sdo, atualmente,
ativamente investigados. Os AMPs sao moléculas que normalmente contém entre 8 a
50 aminodcidos diferentes e as suas fontes de isolamento sdo variadas (bactérias,
protozoadrios, fungos, plantas, insetos, animais). O seu papel nos organismos vivos é a
capacidade de atuar como protetores nos mecanismos naturais de defesa, pois devido
a sua carga positiva e propriedades anfipaticas, as suas estruturas tridimensionais
favorecem as intera¢cdes com as membranas bacterianas. As catelicidinas sdo pequenas
moléculas armazenadas principalmente nos neutréfilos e macréfagos. Estes peptideos
possuem um amplo espetro de atividade contra bactérias, fungos e virus. O papel das
catelicidinas na prote¢dao anti-infeciosa passa pela supressao da sua propria sintese,
induzindo assim a sensibilidade do organismo a infe¢des. Muitos estudos demonstraram
a importancia da sintese de peptideos de estruturas similares e derivados de
catelicidinas no tratamento de infe¢des contra P. aeruginosa e S. aureus resistentes a
antibidticos [37].

As defensinas sdo peptideos antimicrobianos catidnicos, semelhantes as
catelicidinas. No entanto, o seu modo de acdo consiste na lise direta dos microrganismos

através de um aumento da permeabilidade da membrana celular, resultando numa
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formacdao de ligacGes eletrostaticas entre os grupos de arginina da defensina e a
membrana fosfolipidica. Uma baixa concentracdo de defensinas pode inibir a sintese de
peptidoglicanos na parede celular da bactéria. Este tipo de peptideos pode ainda ligar-
se a moléculas polianidnicas, como o DNA, apds a sua penetracdo na célula bacteriana.
As lactoferrinas pertencem a familia das transferrinas e tém a capacidade de se ligar ao
ferro, sendo esta a propriedade que Ihes permite ser antibacterianas e antifungicas. Esta
glicoproteina pode ser encontrada no leite e no sistema imunitario inato (nas secre¢des
lacrimais, salivares, nasais e genitais). As maiores vantagens destes peptideos
antimicrobianos sdo: a sua acdo rapida, o seu vasto espetro de atividade e o seu baixo
nivel para desencadear resisténcia [37].

Nesta dissertacdo vai ser avaliada a acdo antimicrobiana de filmes finos de ZnO

com e sem a imobilizacdo de éleo de lim3o.
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Capitulo 2

Materiais e Métodos

2.1. Materiais

Nesta dissertacao foi utilizado como alvo o éxido de zinco (Goodfellow de pureza
99,99%) com 10 mm de didametro e 3 mm de espessura. A deposicado foi efetuada em
modo ndo reativo, utilizando penas como gas de descarga argon com 99,9999% de
pureza (Praxair)

Em virtude das distintas técnicas de caracterizacdo empregues, os filmes foram
depositados sobre trés substratos: (i) laminas e lamelas de vidro; (ii) ago inoxidavel 316L
(AISI) e (iii) silicio (Si). Estes substratos foram submetidos a um banho de ultrassons com
etanol e, posteriormente, com acetona durante 15 minutos cada. Seguidamente foram
secos sob corrente de ar quente e posteriormente colados ao porta-substratos com cola
de prata. No caso em que os substratos foram lamelas de vidro (espessura de 1 mm e
didametro de 10 mm) foi utilizado um porta-substratos especial (Figura 2.1) que permitiu

que as lamelas estivessem seguras apos terem sido coladas com fita-cola de cobre.

Figura 2.1. Porta-substratos utilizado nas deposi¢des das lamelas de
vidro.
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2.2. Pulverizacao Catodica

A pulverizagao catddica é uma técnica para a produgao de revestimentos em que
se designa como alvo o material que se pretende depositar e como substrato, o material
sobre o qual se pretende que o alvo seja depositado.

Esta técnica ocorre numa atmosfera rarefeita quando se aplica uma diferenca de
potencial entre um catodo (alvo) e um anodo (substrato), estabelecendo-se assim entre
ambos uma descarga elétrica (plasma). Deste modo, é possivel acelerar os ides,
provenientes da descarga do plasma, que se encontram no interior da cdmara de
deposicdo, orientando-os na direcdo do catodo. As particulas que neste caso provieram
da ionizac3do do Argon, usadas para o bombardeamento da amostra, possuem energia
suficiente para ejetar os atomos da superficie do alvo, onde a maior parte destes sdo
direcionados e depositados sobre o substrato [41].

As caracteristicas dos filmes dependem das condi¢cdes de deposicdao. Neste
contexto, apenas serd avaliado o impacto da densidade da poténcia fornecida ao alvo
para cada conjunto de filmes diferentes. Para facilitar a identificacdo dos diversos tipos
de filmes finos de ZnO recorreu-se a uma nomenclatura dependente do valor da
densidade de poténcia (Ddep) a qual os filmes foram depositados de acordo com o
sumariado na tabela 2.1.

Apds insercao na cdmara de deposicao foi efetuada uma limpeza por plasma ao
alvo e substratos, que se encontravam separados por um anteparo amovivel de modo a
evitar contaminacdo cruzada. A limpeza foi efetuada a uma pressdo de 0,7 Pa, com

poténcia de 150 W tanto para o alvo como para os substratos, durante 5 minutos.

Tabela 2.1. Condic¢Oes de deposicdo para os filmes finos de ZnO.

Pincial (PCI) Tinicial (QC) Pdep (Pa) tdep (S) Ddep (W. Cm-z)

Znl 2,1x10% 21 0,7 1200 191
Zn2 2,7 x10* 21 0,7 1200 318
Zn3 2,2x10% 21 0,7 1200 446
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2.3. Técnicas de Caracterizagao

2.3.1. Espectroscopia de absorvancia do UV-Visivel

A espectroscopia de absorvancia do UV-Visivel é uma técnica de caracterizagao
frequentemente usado para o estudo de materiais em nanoescala que permite
investigar as suas caracteristicas, incluindo tamanho, propriedades dticas, forma,
concentracdo, estado de agregacdo e até mesmo bioconjugacdo quando os perfis de
absorcdo dos nanomateriais sdo distintos. Nesta técnica, uma amostra é colocada entre
uma fonte de luz e um fotodetetor e a intensidade do feixe de luz é medido antes e
depois de passar pela amostra. Posteriormente, a luz que é absorvida e refletida pela
amostra é quantificada, comparando-a com a intensidade de luz refletida e absorvida
por um material de referéncia [42][43][44].

A obtencao dos espectros foi feita com o espectrofotémetro Jasco V-530 sobre
as lamelas de vidro revestidas. Dado que se trata de um espectrofetdmetro com duplo

feixe, no local de referéncia foi colocada uma lamela de vidro ndo revestida.

2.3.2. Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM)

A microscopia eletrénica de varrimento (SEM) é uma técnica analitica usada para
estudar a morfologia de um material. Este método de caracterizacdo fornece imagens
extremamente detalhadas, aliadas a uma profundidade de campo que permite o estudo
da amostra com a definicdo pretendida. No entanto, em algumas analises especificas ou
para determinados tipos de materiais, ha a necessidade de revestir a amostra
impedindo a sua andlise por outros métodos de caracterizacdo [42][43][45][46].

Ao contrario da microscopia 6tica que usa fontes de luz e lentes de vidro para
iluminar amostras e obter assim imagens ampliadas, o SEM usa feixes de eletrdes
acelerados e lentes eletrostaticas ou eletromagnéticas para gerar imagens de resolucao
muito maior, pois os eletrdes possuem comprimentos de onda muito menores do que

os fotdes da luz visivel. O feixe de eletrGes de elevada energia incidente varre a
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superficie da amostra e interage com a mesma para gerar sinais, refletindo a sua
composi¢dao atdomica e detalhes morfolégicos da superficie (Figura 2.2.). Os eletrées
incidentes causam emissbes de dispersdo elastica de eletrdes (eletrdes
“backscattered”), dispersao inelastica de eletrdes (eletrGes secundarios de baixa
energia) e raios X caracteristicos. Entre estas emissOes, a detecdo dos eletrdes
secundarios é o modo mais comum em SEM, podendo alcan¢ar uma resolugao menor
que 1 nm [43][45].

Neste estudo foi utlizado um equipamento do tipo FEG-SEM (FEG-Field Emission
Gun) da marca JOEL e modelo XL30. Devido a natureza isolante dos materiais dos filmes
finos, bem como das espécies bioldgicas, antes da observagdo as amostras foram
revestidas, por pulverizacdo catddica, com uma camada de 10 nm de espessura de Au-

Pd.

Fonte de
eletrdes
Anodo
Scan generator
Lentes do
condensador Amplificador
| l i X, y scancoils
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objetivas

Detetor de eletrGes
back-scattered

Detetor de

raios-X Detetor de eletrdes

secunddrios
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Figura 2.2. Esquema de funcionamento de um microscopio eletrénico de varrimento

(SEM) (Adaptado de [47]).
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2.3.3. Microscépio de For¢ga Atomica (AFM)

A Microscopia de Forga Atémica (AFM) permite a avaliagdo da topografia de
superficies a escala nanométrica e por poder ser aplicada a materiais ndo condutores,
em meio humido, seco, ou em vacuo, permitindo a analise de muitos e variados
materiais. Como tal, o AFM é usado para investigar o tamanho, a forma, a rugosidade,
bem como a sorcdo de outras espécies na superficie de um material
[42][43]146][48][49].

Os diferentes modos de varrimento empregues nos estudos de AFM incluem o
modo sem contato (também chamado de modo estatico), modo de contato e modo de
contato intermitente com a amostra (também chamado de modo dinamico ou tapping
mode). O AFM nao requere qualquer modificacdo de superficie ou revestimento prévio,
no entanto, exibe tempos de varrimento mais lentos do que qualquer microscopio
eletrénico [42][43].

A imagem AFM efetua o varrimento da superficie linha por linha com uma ponta
fina acoplada a um cantilever muito flexivel e colocado em contato ou muito perto da
amostra. Durante o varrimento, a forca da interagdo entre a amostra e a ponta é
mantida constante. Esta forc¢a resulta principalmente de forcas eletrostaticas atrativas
ou repulsivas de longo alcance, forgas de van der Waals atraentes e forgas interatémicas
repulsivas. A ponta é geralmente feita de silicio ou nitreto de silicio, e o final da mesma
tem um raio de curvatura de alguns nandmetros para detetar a deflexao do cantilever,
causada pela interacdo da ponta com a amostra. A deflexdo é detetada por fotodiodo
de quatro quadrantes que utiliza o sinal para ajustar a forca aplicada a amostra por meio
de um sistema de feedback usando ceramicos piezoelétricos que ajustam a altura da
amostra. As forcas sdo finalmente calculadas combinando as informag¢des da variagao
do laser e a rigidez conhecida do cantilever e os deslocamentos verticais sdo
posteriormente explorados para reconstruir a topografia da superficie da amostra
(Figura 2.3.) [42][43][50].

O microscépio utilizado foi do modelo Dilnnova da marca Veeco com uma ponta

de nitreto de silicio da marca Bruker, com frequéncia de ressonancia, f0, de 150kHz e
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constante de mola, k, entre 10 N.m™* em modo de contacto intermitente. O tratamento

de imagens e de dados foi efetuado no software Gwyddion®.

Fotodiodo

Amostra Cantilever

Ponta

Computador = Eletrénicos

Figura 2.3. Esquema simplificado do funcionamento de um microscépio

de forca atémica [51].

2.3.4. Potencial Zeta

O potencial zeta de um material é um indicador chave para a caracterizacdo da
estabilidade de diversas amostras, ao revelar informagdes sobre a carga elétrica efetiva
na superficie das nanoparticulas. A partir desta medicdo é possivel ainda extrair
informacgdes acerca da concentracgao, distribuicdo, adsorcao, ionizacdo e exposi¢ao de
uma amostra [42][45][52][53]. Quer se trate de suspensdes coloidais ou de superficies
ja conformadas, a determinacao do potencial zeta da informacdao sobre a carga da
superficie, nomeadamente a distribuicdao de grupos quimicos com tendéncia a dar
origem a cargas positivas ou negativas.

Numa solucdo idnica, a superficie de uma particula carregada esta firmemente
ligada a ides carregados, formando uma fina camada liquida intitulada por camada de
Stern, que é englobada por uma camada externa difusa que consiste em ides fracamente
associados. Essas duas camadas formam a dupla camada elétrica e o potencial elétrico

na superficie de corte é chamado de potencial zeta (). Quando em valores no intervalo
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de +30 a -30 mV e sobretudo em suspensdes coloidais, normalmente indica particulas
com condicBes de instabilidade, agregacao, coagulacao ou floculagdo. Muitos fatores
podem influenciar o potencial zeta, incluindo pH, concentracdo e forca idnica da
solucdo, bem como a temperatura a que sao efetuados os ensaios [43][48][52].

Os filmes foram analisados pelo equipamento SurPASS, da AntonPaar com uma
célula de medicdo de aperto. O eletrdlito utilizado nas medigdes foi uma solugao com

1mM de KCl com pH =7,0.

2.4. Testes Bacterianos

Antes da realizagdo dos testes, os filmes de ZnO foram colocados em placas
mutiwells e lavados com 1mL de etanol a 70% para esterilizar quimicamente as
superficies. Em seguida, foi efetuada lavagem dos residuos do alcool com 1 mL de agua

destilada e esterilizada.

2.4.1. Avaliacao do halo de inibicao: filmes de ZnO

Para avaliar o possivel efeito antibacteriano dos distintos filmes de ZnO,
concebidos com diferentes valores de poténcia e depositados em silicio, realizaram-se
testes em meio sélido com trés estirpes bacterianas pertencentes a colecdo da cultura
do Laboratdério de Microbiologia da FCTUC (Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade de Coimbra). Para a selecdo das estirpes a usar nos testes antibacterianos,
foram eleitas aquelas que usualmente sdo encontradas em ambiente hospitalar, sendo
elas: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Estes ensaios
foram executados em meio de cultura Lysogeny broth (LB) com 10g de triptona, 5g de
extrato de levedura, 5g de cloreto de sddio e 15 gramas de agar em 1L de agua
desionizada e distribuido em caixas de Petri com cerca de 20 mL de meio em cada.
Posteriormente, foram preparados 10 mL de trés suspensdes bacterianas, provenientes
das trés estirpes, com 0,5 unidades de turbidez na escala de McFarland, num meio com

10 mL de cloreto de sédio a 0,85% (p/v). Deste modo, numa camara de fluxo, em
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ambiente estéril, e com uma alca de Drigalsky procedeu-se ao espalhamento
homogéneo, no meio de cultura LB, de 100uL de cada suspensao bacteriana preparada

(Figura 2.4.).

Figura 2.4. Placas de Petri espalhadas com 100uL de cada uma das trés suspensdes

bacterianas no meio de cultura LB.

Os testes realizados com os diferentes filmes de ZnO ocorreram segundo duas
condicbes diferentes para cada estirpe: uma normal em que as superficies dos filmes
foram colocadas diretamente no meio de cultura com as bactérias (Condicdo 1) e outra
com uma precedente irradiacdo UV, com comprimento de onda de 254nm, dos filmes
durante 15 minutos a uma altura de 13,8 cm (Condicdo 2).

Nestas condigdes foram realizados dois ensaios independentes, em dois dias
diferentes, com o propésito de demonstrar a reprodutibilidade dos ensaios e para obter
resultados compardveis.

Estes testes foram efetuados em triplicados para cada uma das estirpes

bacterianas selecionadas (Figura 2.5.).
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Figura 2.5. Exemplo dos ensaios realizados em triplicados para cada uma das estirpes.

2.4.2. Avaliacao do halo de inibi¢ao: filmes de ZnO com

oleo de limao

Para a realizacdo destes testes utilizou-se apenas um tipo de filmes de ZnO (Zn2)
e meios de cultura LB e Reasoner's 2A agar (R2A) para comparar e verificar se o meio
teria alguma influéncia na atividade antibacteriana dos filmes de ZnO. Na preparac¢do do
meio de R2A foi utilizado 1g de extrato de levedura, 1g de peptona, 1g de
casaminodcidos, 1g de amido, 0,6g de piruvato, 0,6g de fosfato de potdssio, 0,048 g de
sulfato de magnésio e 30g de agar em 2L de dgua desionizada. O meio LB foi preparado
da mesma forma que no teste anterior e posteriormente ambos foram distribuidos em
caixas de Petri com cerca de 20mL de meio em cada. As bactérias selecionadas foram as
mesmas e a preparag¢ado das suas suspensdes e respetivo espalhamento nos meios de
cultura foram efetuados da mesma forma. O material biolégico antibacteriano escolhido

para a realizacdo destes testes foi o 6leo de limdo (produzido pela F.J. Campos).
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Para ter um meio de comparac¢do entre a atividade antibacteriana conjunta dos
filmes com o material bioldgico e o seu efeito isolado na inibicao do crescimento destes
microrganismos, realizaram-se testes de controlo em triplicados. Também com o
objetivo de comparar os resultados destes testes com os anteriores, as condi¢des a que
os filmes foram expostos mantiveram-se inalteradas. Nos testes de controlo, os filmes
foram colocados diretamente no meio de cultura com as bactérias e o 6leo de limao
(2uL) foi pipetado diretamente para um papel absorvente estéril e colocado em
contacto com os microrganismos. Para cada estirpe realizaram-se trés testes, sendo que
dois deles foram realizados em meio de cultura LB e o restante em meio R2A.

Numa fase posterior, procedeu-se a ligacao dos filmes de ZnO com o material
biolégico numa placa multiwell com a parte ativa dos filmes virada para cima para
permitir que a ligacdo ocorresse. Neste contexto, nos pogos das multiwells adicionou-
se 50uL de dleo de limdo e 50 pL de uma solucdo tampao de acetato 0,1M pH=4 com
carbodiimida (4mg/mL) (da Sigma-Aldrich), ficando a incubar a 4 °C num shaker durante
24 horas.

Para que os filmes de ZnO pudessem ser observadas em SEM apds os testes com
as bactérias, estes tiveram de passar previamente por um processo de lavagem, fixacao
guimica e desidratacdo com etanol. Todas estas etapas foram executadas em multiwells.
Para o primeiro passo, as superficies foram lavadas duas vezes com 1mL de cloreto de
sédio a 0,85% num shaker a 50 rotacdes por minuto durante 10 minutos, com o objetivo
de remover as células que n3o estariam devidamente aderidas a superficie. Na fixacao,
os filmes foram tratados com 1mL de uma solucdo de glutaraldeido a 2,5% num shaker
a 50 rpm durante 15 minutos, de forma a garantir a conservacgao das estruturas celulares
antes de se passar para o processo de desidratacdo. Nesta ultima etapa, removeu-se
novamente o sobrenadante resultante do processo de fixacdo e posteriormente
desidrataram-se as superficies com 1mL de cada uma das solugdes de etanol a 70%,
80%, 90%, 95% e finalmente a 100% num shaker a 50 rpm e durante 15 minutos,
removendo sempre o sobrenadante entre cada desidratacao e repetindo o ultimo passo
com etanol a 100%. Todas as solucdes para este uUltimo processo foram preparadas a
partir de etanol absoluto. Por fim, as superficies foram deixadas a secar, por evaporagao

do etanol, na cdmara de fluxo laminar.
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

Esta dissertacao tem como objetivo complementar os resultados de uma outra
dissertacdo de mestrado efetuada ha dois anos [41]. O tema era também a deposicao
de filmes finos de ZnO, pela mesma técnica, mas com tempos de deposicdo menores, o
gue deu origem a filmes com superficies menos rugosas e mais niveladas.

Algumas das propriedades/caracteristicas sdo comuns aos filmes finos
depositados nesta dissertacdo e na anterior, pois foi constatado que a espessura ndo
afetava as caracteristicas que se encontram a seguir discriminadas:

- Estrutura: filmes finos nanocristalinos com elevada percentagem de
amorfismo;

- Quimica: filmes finos com Zn, O e C na sua composi¢cao; as analises por FTIR e
XPS permitiram identificar as seguintes ligacGes e grupos quimicos funcionais Zn-0, O-
H, C=0 e —COOH.

-Molhabilidade: todos os filmes finos de ZnO apresentavam angulos de contacto

estdtico com a agua de cerca de 65 °.

3.1. Espectroscopia de UV-Vis

Dado que a aplicacdo final dos filmes finos de ZnO, desde que apresentem as
propriedades antibacterianas desejadas, é o revestimento de superficies de
equipamentos ndo criticos em ambiente hospitalar, a caracterizacdo foi iniciada pela
avaliacdo da transparéncia dos revestimentos para comprimentos de onda na gama do

UV-visivel (Figura 3.1.).
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Figura 3.1. Espectros de UV-visivel dos filmes finos de ZnO: Zn1 - azul; Zn2 - laranja;
Zn3 - cinzento.

A analise do espectro dos UV-VIS dos filmes de ZnO, depositados sobre lamelas
de vidro, decorreu na faixa entre 350 a 1100 nm. Tal como seria expectavel a Clique ou
toque para introduzir uma data.transmitancia é maior para os filmes finos menos
espessos, se bem que a diferenca sé se torna mais significativa para os comprimentos
de onda menores. Pela andlise geral dos espetros é possivel observar que para valores
de comprimento de onda inferiores a 400 nm a transmitancia decresce abruptamente,
devido a absorcao da luz visivel e UV pelo vidro que serve de substrato. E ainda possivel
observar um decréscimo de transmitancia na zona dos 700 nm, o qual corresponde a
uma falha do equipamento [41][54][55].

De um modo geral pode afirmar-se que os filmes finos de ZnO possuem uma
transparéncia otica na regido do visivel que permite a sua utilizacdo sobre superficies

transparentes, como, por exemplo, ecras de computador.
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3.2. Morfologia e Topografia

Os filmes finos podem ser constituidos por graos (estrutura cristalina) que variam
desde alguns nandmetros até varios micrometros e a sua formacao é descrita como um
processo cinético de adsorgao e difusao de atomos individuais. O processo tem o seu
inicio pela nucleacdo das espécies que chegam ao substrato, seguida da coalescéncia e
subsequentemente o aumento da espessura, pelo que todos os estados podem ser
influenciados pelos parametros de deposi¢do. A nucleagdao comega com a formagdo de
ilhas tridimensionais concebidas a partir do crescimento e criacdo de nucleos que
dependem das energias de interacdao dos atomos do substrato com os addtomos que ai
chegam. O mecanismo mais comum para este passo, € que ocorre na maioria dos
materiais metadlicos, é o de Volmer-Weeber. O passo seguinte, denominado de processo
de coalescéncia, consiste no crescimento das ilhas até ao ponto em que estas se tocam
para formarem uma rede continua. A transi¢cdo de ilhas isoladas para uma rede continua
pode ser caracterizada por uma espessura de limiar de percolacdo [56].

As micrografias SEM dos filmes finos de ZnO estdo apresentadas na Figura 3.2. e
serao utilizadas para analisar as sec¢Oes transversais e superficiais das amostras. Esta
analise terd em conta o impacto da poténcia fornecida aos alvos na morfologia e
topografia dos filmes finos, pois este foi o Unico parametro que diferenciou na

deposicdo das diferentes superficies.
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A partir das micrografias da seccdo transversal dos filmes finos é possivel
observar que quanto maior a densidade da poténcia mais espesso é o filme,
apresentado valores médios de 283 nm, 567 nm e 750 nm para os filmes Zn1, Zn2 e Zn3,
respetivamente. Tal resultado é expectavel, pois quanto maior a densidade de poténcia,
maior a densidade de espécies ejetadas e que vao contribuir, apds deposicio no
substrato, para o aumento da espessura do filme fino.

Uma vez que as micrografias transversais representam diferentes fases de
crescimento dos filmes finos de ZnO é possivel inferir que estes possuem uma
morfologia colunar em forma de V, observando-se um aumento da largura das colunas
com o aumento da espessura dos revestimentos, associado a uma maior densidade de
poténcia fornecida ao alvo. Estes filmes finos apresentam uma estrutura tipica do ZnO,
sendo densos nas regides inferiores e abrindo-se em colunas nas regides superiores [57].

O mecanismo de formacgao da estrutura colunar em forma de V é atribuido ao
crescimento competitivo devido a diferencas na energia superficial das faces cristalinas
vizinhas na superficie livre dos filmes finos. Uma ilustracdo esquematica da morfologia

do ZnO com espessura crescente é apresentada na Fig. 3.3. [57].

Figura 3.3. llustracdo esquematica da morfologia do ZnO com espessura
crescente [57].
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Um estudo demonstrou que amostras com espessuras entre 50 a 100 nm
apresentavam menor inibicdo bacteriana quando comparadas com superficies mais
espessas (200-600 nm) e que a razdo para este acontecimento seria o aumento da area
da superficie dos filmes, pois um maior comprimento das colunas levaria a uma maior
difusdo por parte dos ides Zn?*. Para valores superiores a 200 nm as superficies
apresentaram uma atividade antibacteriana semelhante, o que sugere que existe uma
espessura maxima acima da qual a taxa de inibicdo bacteriana ndo é alterada de forma
significativa. A partir deste estudo retirou-se ainda que as espessuras ideais para a
obtencao de filmes finos de ZnO antibacterianos se encontrava entre 200 e 600 nm [57].

Visto que todos filmes finos depositados (Zn1, Zn2 e Zn3) possuem espessuras
superiores a 200 nm é expetavel que os resultados para os testes bacterianos sejam
analogos. Contudo, como o Zn3 é o unico filme que se encontra fora do intervalo ideal
de espessura, entao teoricamente, este seria o0 material menos indicado para servir de
revestimento antibacteriano de superficies.

A drea de superficie ativa depende de trés fatores: comprimento da coluna,
largura da coluna e percentagem de espacos vazios entre as colunas [57].

As micrografias superficiais evidenciam que quanto maior a densidade de
poténcia aplicada ao alvo, mais angulares e rugosas serdo as superficies das amostras,
consequéncia do crescimento referido anteriormente, aumentando assim a sua area de
superficie e possibilitando uma maior interacdo com as bactérias.

De modo a fundamentar o que foi acima discutido serdo apresentado os modelos
de zona de estrutura que tém sido amplamente utilizados para classificar a morfologia
dos filmes finos. O modelo inicial foi proposto por Movchan e Demchishin (MD) e
descreve a morfologia de filmes metalicos evaporados a partir de T/Tm, onde T é a
temperatura do substrato e T, a temperatura de fusdo do material depositado, ambos
em Kelvin. Posteriormente, Thornton acrescentou ao modelo inicial de MD a pressao de
deposicdo como um parametro no modelo de zona da estrutura para descrever o efeito
da mobilidade dos adatomos, induzidos pelo bombardeamento de particulas

energéticas, no sistema de pulverizacdo catédica [58].

O diagrama de Thornton (Figura 3.5.) consiste em quatro zonas, cada uma com

a sua propria estrutura caracteristica [58]:
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i) zona 1, e o filme resulta numa estrutura porosa com granulacdo fina.

i) zona de transi¢do T, na qual a difusdo superficial rege a morfologia dos
filmes como na zona 2, contudo os filmes sdo lisos e densos, preservando
ainda uma textura fibrosa, como na zona 1.

iii) Na zona 2, a difusdo superficial é o principal processo na evolucdao
morfoldgica e o filme é composto por graos colunares com maior largura.

iv) Na zona 3, o filme resulta numa estrutura granular equiaxial irregular.

A partir deste diagrama, é possivel observar a morfologia superficial e

transversal expetavel para as superficies em questao.

{

Figura 3.4. Diagrama de Thornton (Adaptado de [59]).
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Figura 3.5. Modelo de zona de estrutura basica para filmes elementares (Adpatado
de [60]).

Os filmes foram depositados a uma pressdo de deposicdao de 0,7 Pa, o que
equivale a 7ubar e a 10mTorr. Estes valores nas duas figuras (Fig. 3.4. e Fig. 3.5.) indicam
gue todas as superficies se encontram dentro da Zona T, e que estdo de acordo com a
morfologia transversal observada nas micrografias SEM.

A zona T é onde o regime de crescimento é mais influenciado pela difusdo dos
adatomos devido ao aumento da temperatura. Os filmes desta zona caracterizam-se por
possuirem uma morfologia colunar em forma de V atribuido ao crescimento competitivo
entre os aglomerados vizinhos (Figura 3.5.). Este tipo de superficies apresentam zonas
mais densas nas regides inferiores e abrem-se em colunas nas regides superiores,
sustentando assim o que foi discutido nas micrografias SEM dos filmes finos [57]

A quantificacdo dos parametros de rugosidade superficial foi analisada com
maior precisdo pela andlise das superficies por AFM. Estas imagens topograficas obtidas
com esta técnica encontram-se apresentadas na Figura 3.6., tendo sido efetuados

varrimento em duas dareas distintas: 2x2 um? e 5x5 um?>.

Estudo da Rugosidade

As imagens tridimensionais de topografia em AFM, fornecem dados

guantitativos, na nanoescala, sobre a rugosidade das superficies dos filmes finos. Estes
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dados podem ser pertinentes na discussao do impacto das condi¢gdes de deposi¢ao nas

superficies das amostras.

Figura 3.6. Imagens AFM topograficas dos filmes Zn1 (a), b)), Zn2 (c), d)) e Zn3
(e), f)) com imagens de 2x2 pm? do lado direito e de 5x5 pum? do lado esquerdo.
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Os parametros de rugosidade calculados no AFM incluem:

Srms (Rugosidade superficial média quadrada) = ’% N, 7?2

Sa (Rugosidade superficial média) =% Nz

onde zj representa a altura num determinado pixel i e N é o niUmero total de pixels na
imagem. Para as equagdes, o simbolo S é utilizado em vez do R no caso da amostra ser
uma superficie, o que acontece neste contexto [61].

As superficies menos irregulares sao caracterizadas por apresentarem valores de
Srms € Sa andlogos. Por outro lado, as superficies mais irregulares apresentam valores de
Srms Mais elevados do que os de S,. Tal é devido a um maior nimero de picos e vales,
variando assim de uma forma mais drastica a altura nos diferentes pixels. A partir da
relacdo Sms/Sa € ainda possivel avaliar se existe uma distribuicdo Gaussiana, caso os
valores estiverem entre 1,25 e 1,31, para as rugosidades das superficies das amostras.
Se o valor calculado, ndo estiver dentro deste intervalo é possivel aplicar o conceito de

Kurtosis (Sku - adimensional) e concluir que:

i) Sku< 3, as superficies sao consideradas achatadas.
ii) Sww = 3, as superficies apresentam uma disposicdo completamente
aleatdria, entre picos e vales.

iii) Sku > 3, as superficies sdo consideradas pontiagudas.

Por fim, foi ainda determinado sobre o plano médio, o valor para a simetria das
variacOes, pelo modelo estatistico de skewness (Ssk - adimensional) [41].
Todos estes valores foram calculados automaticamente pelo software

Gwyddion® e encontram-se apresentados na tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Parametros de rugosidade.

Sa(nm) Sms(nm) Skewness Kurtosis Area de superficie (um?)

Znl| 7,000 8,900 0,501 0,127 25,800
Zn2 | 14,900 | 19,000 0,608 0,433 26,100
Zn3 | 20,100 | 24,700 0,198 -0,279 26,800

Como seria de esperar, pela observacao das micrografias SEM superficiais dos
filmes de ZnO, as superficies mais rugosas sdo as que foram depositadas com uma
densidade de poténcia mais elevada, nomeadamente as Zn3, seguidas pelas Zn2 e por
fim pelas Znl. Pela andlise ta tabela 3.1. é possivel retirar que Rugosidade superficial
média quadratica (Sms) e a rugosidade superficial média (Sa) é superior para os filmes
finos Zn3.

Todos os filmes exibem valores de Kurtosis muito inferiores a 3, sendo desta
forma consideradas superficies mais achatadas com irregularidades suaves, como tal
ndo existem picos e vales com amplitudes, em relacdo a linha média, demasiado
dispares.

Em relacdo a andlise de Skewness, todos os valores apresentados na tabela sdo
positivos o que indica uma grande quantidade de nimero de picos.

Por fim, a area de superficie esta de acordo com o ja esperado, pois o filme mais
rugoso (Zn3) é aquele que apresenta um maior valor para este parametro, seguido

respetivamente pelo Zn2 e pelo Zn1.

3.3. Potencial Zeta

Através da determinac¢do do potencial zeta, foi possivel obter valores para a
carga da superficie dos filmes de ZnO quando estes se encontram em contacto com este
eletrdlito [41].

Sabendo que na superficie das bactérias Gram-negativas e das Gram-positivas
existem grupos quimicos funcionais, que podem ser bdasicos ou acidos e que estes por
sua vez estao intimamente ligados a fosfolipidos, lipossacarideos ou peptidoglicanos,
entdo é possivel calcular o seu potencial zeta. Na generalidade, as bactérias que existem

nos diferentes ecossistemas apresentam valores negativos de superficie para o
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potencial zeta. Por este motivo, e em principio, os filmes que também apresentem
cargas negativas na sua superficie, sdo teoricamente considerados os que terdao uma
melhor capacidade em ndo permitirem a adesao irreversivel destes microrganismos, por
repelirem as cargas existentes na superficie dos mesmos [41][62].

Os valores para o potencial zeta, avaliados para as superficies dos filmes finos de
Zn0, encontram-se representados na tabela 3.2. A partir destes dados podemos afirmar
gue o valor da carga superficial para todos os filmes é negativo, o que favorece e
potencializa a agdo antibacteriana dos mesmos, pela repulsdo das bactérias cuja
superficie apresenta carga negativa [41]. Contudo, é de salientar que os filmes do tipo
Zn1 s3o os que apresentam um valor mais negativo e, por isso, teoricamente, seriam
estes que iriam repelir os agentes patogénicos de forma mais eficaz, seguidos pelos
filmes Zn3 e por fim pelos Zn2. No entanto, deve também ser considerado que Zn1 sao
os filmes com menor rugosidade superficial, o que, teoricamente, induz uma melhor

adesdo por parte dos microrganismos.

Tabela 3.2. Valor do potencial zeta dos filmes de ZnO.

Potencial zeta (mV) o(t)
Znl -23,6 0,8
Zn2 -14,7 2,3
Zn3 -21,0 0,9

Todas as caracteriza¢Oes efetuadas, de per si, ndo sao suficientes para concluir a
potencial acdo das superficies contra as bactérias, pois todo este processo é muito
complexo e depende de uma variedade muito grande de fatores. Por esta razao os testes
realizados com os microrganismos para avaliar a acao antibacteriana destes filmes finos

foram, numa primeira etapa, efetuados para todas as superficies em estudo.
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3.4. Testes Antibacterianos

3.4.1. Ensaios com os filmes de ZnO

Para determinar e analisar os halos de inibicdo das culturas bacterianas foi
realizado um estudo qualitativo e quantitativo da atividade antibacteriana dos filmes,
apos inoculacdo em meio sdlido com as estirpes de E. coli, S. aureus e P. aeruginosa. A
atividade antibacteriana dos filmes contendo ZnO foi analisada para diferentes
condicdes de deposi¢ao (Znl, Zn2 e Zn3) para avaliar qual dos filmes teria uma maior
inibicdo bacteriana, sendo esses posteriormente selecionados para novos ensaios de
forma isolada e em conjunto com o d6leo de limdo. Como ja foi mencionado
anteriormente, os ensaios foram também realizados em duas condicées de
luminosidade diferentes (Condicdo 1 e Condicdo 2), para aferir se estas teriam algum
impacto na atividade antibacteriana das superficies de ZnO.

A andlise das placas de Petri inoculadas decorreu as 24 e 48 horas apds o inicio
da incubacdo das mesmas. Contudo, os resultados serdo discutidos apenas para o tempo
de incubacdo de 48 horas (Fig. 3.7), visto que na primeira andlise apenas se verificou a

existéncia ou ndo de contaminac¢do em alguma das placas.
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Figura 3.7. Placas inoculadas apds 48 horas.

A partir da andlise macroscépica das caixas de Petri ndo foi observado nenhum
halo de inibicdo, em qualquer uma das estirpes e independentemente das condicGes de
luminosidade e de deposicdo dos filmes. No entanto, existiu um pequeno halo de
inibicdo, com cerca de 1mm, na placa de Petri inoculada com a S. aureus pelo filme do
tipo Zn1, segundo a Condicdo 1. O facto de ter apenas existido um halo e na condicdo
em que os filmes ndo foram irradiados, é contraditdrio ao que se pode encontrar na
literatura, uma vez que a radiacdo ultravioleta, como ja foi referido anteriormente, pode
levar a producdo de ROS capazes de penetrar as células, inibindo ou matando os

microrganismos, aumentando assim a eficiéncia antibacteriana dos filmes.
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Figura 3.8. Halo de inibicao, para o filme Zn1 (B) na placa de Petri inoculada com S. aureus.

Para as caixas de Petri inoculadas com P. aeruginosa e E. coli ndo foi possivel
observar nenhum halo de inibicdo em nenhuma das condi¢des, nem para nenhum dos
diferentes filmes finos. Tal observagao pode ser justificada pelo facto de que para inibir
o crescimento de bactérias Gram-negativas (P. aeruginosa e E. coli) é necessaria uma
maior concentracdo de ZnO quando em compara¢do com as bactérias Gram-positivas
(S. aureus) que, por sua vez, podera estar relacionado a maior suscetibilidade das
mesmas a este composto. Esta disparidade deve-se essencialmente as diferencas na
constituicdo da parede celular que existem para estes dois grupos de bactérias, tal como
referido e explicado no capitulo 1. Aparentemente, e considerando apenas este ensaio
é possivel concluir que a ligacdo das particulas de ZnO a membrana da parede celular
das bactérias foi mais eficiente no caso da S. aureus [63][64].

Os resultados para estes testes acabaram por ser insatisfatérios pelas poucas
conclusdes que puderam ser retiradas a partir dos mesmos. E importante realgar que
para este tipo de testes é crucial que a concentracdo de ROS seja suficiente para inibir o
crescimento das bactérias e que estes sejam capazes de difundir pelo meio sélido. S6
desta forma é que os halos de inibicdo podem ser eficientes e observados a olho nu. A
partir daqui, podemos concluir que a concentracdo de ROS que alcancou as superficies

das estirpes ndo foi suficiente para obter halos de inibicdo satisfatorios. Isto aliado a
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possiveis lapsos no decorrer dos ensaios ou até mesmo a contaminagdes das caixas de
Petri impercetiveis a olho nu, pode ter contribuido para os resultados insatisfatérios
apresentados [41].

Como, de uma forma geral, os halos de inibicdo para cada um dos diferentes
tipos de filmes ndao foram muito dispares e tendo em conta que o Zn3 foi o Unico tipo
de filme que se encontra fora do intervalo ideal de espessura (200 a 600 nm) e que uma
maior densidade de poténcia origina superficies mais angulares e rugosas, aumentando
a area de superficie de contacto com as bactérias, procedeu-se a sele¢ao do filme fino

do tipo Zn2 para a realizacdo dos ensaios com o éleo de limao.

3.4.2. Ensaios com os filmes de ZnO com e sem oOleo de

limao

Na realizacdo destes ensaios, os testes de inibicdo foram executados para o dleo
de limao, pipetado diretamente para um papel absorvente em contacto com a caixa de
Petri inoculada com as bactérias, e para os filmes do tipo Zn2, cujo procedimento
decorreu da mesma forma do que no ensaio anterior, mantendo-se também todas as
condicdes. Estes materiais foram utilizados como teste de controlo na tentativa de
comparar o efeito que teriam de forma isolada e conjunta.

O dleo de limao foi o selecionado para estes ensaios dado que este material
bioldgico é conhecido hd muitos anos pelas suas propriedades antimicrobianas. Estas
caracteristicas sao atribuidas essencialmente a presenca de terpenos, terpendides e
compostos aromadticos, responsaveis por afetar as células de diversos agentes
patogénicos através de uma grande variedade de mecanismos. Varios estudos
confirmaram as propriedades antibacterianas do éleo essencial de limdo que mostrou
ser inibidor contra muitas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas [36][37][1][65].

Contudo nos ensaios realizados no presente trabalho, o dleo de limdo ndo
originou nenhum halo de inibicdo independentemente da estirpe, como pode ser

observado pela figura 3.9.
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Concentracbes de dleo de limdo insuficientes para desencadear a rutura da
membrana celular das bactérias podem ser a justificacdo para a observagao anterior.
Como ja foi mencionado anteriormente, a quantidade utilizada foi de 2L, pois era esta
a concentracdao maxima que poderia ser usada para nao fazer com que o 6leo de limao
transbordasse o papel absorvente. Ainda assim, este valor é muito reduzido o que pode
explicar a auséncia de halos para este material.

Por outro lado, para este ensaio os halos de inibicdo para o Zn2 foram
surpreendentemente positivos, sendo possivel observa-los a olho nu para as duas
condicOes de luminosidade e para as estirpes S. aureus e E. coli. Estes resultados devem-
se a libertagdo de espécies reativas, como o H202, OH", Oz e Zn?*, pelo ZnO no meio de
cultura, que desencadearam um efeito prejudicial na membrana celular das bactérias
causando o vazamento de material genético, lipidios e proteinas das suas células,
levando a morte celular [64][66].

E importante realcar que a P. aeruginosa possui propriedades muito complexas,
incluindo a sua parede celular, o que dificulta a inibicdo e o aparecimento de halos para
este tipo de bactéria. Esta estirpe representa uma das maiores preocupacdes a nivel
hospitalar devido a sua multirresisténcia e por ser muito dificil de erradicar e, por isso

os resultados obtidos para a mesma eram ja esperados.
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Figura 3.9. Halos de inibicdo para E. coli (a) e b)), S. aureus(c) e d)), e P. aeruginosa (e)

e f)).
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Na tabela 3.3. estdo representados os valores para os halos de inibicdo dos filmes
Zn2, em mm, para cada condi¢do e estirpe, mas apenas para os resultados obtidos em
meio de cultura LB, ja que para o meio R2A ndo existiram halos de inibi¢ao total, apenas
uma diminui¢cdo de densidade das bactérias para a S. aureus. A medi¢do dos halos foi

realizada desde o limite dos discos até a zona onde deixa de haver inibicdo bacteriana.

Tabela 3.3. Valores dos halos de inibicdo para a S. aureus e E. coli para os filmes

Zn2.

Halos de inibi¢gdo (mm)

Estirpe Com irradiagao Médiat o Sem irradiagao UV Médiat o
uv

E.colia) 5,00 0,00
E.colib) 5,00 >,00£ 0,00 3,50 1,80 + 2,50

. aureus c) 2,50 2,00
2,25+0,04 2,00 0,00

. aureus d) 2,00 2,00

Apesar da P. aeruginosa nao ter apresentado nenhum halo visivel em qualquer
um dos controlos, foi possivel observar uma cor verde mais fluorescente em redor dos
filmes.

A partir dos valores resumidos na tabela podemos inferir que os halos de inibicao
guando comparados com os da dissertacao anterior sao maiores, facto que podera ser
um indicativo de que os filmes selecionados para estes ensaios, pela sua diferente
morfologia e estrutura, apresentam uma maior atividade antibacteriana, ja que a sua
textura mais irregular e angular contribuiu para fisicamente destruir a parede celular
das bactérias e também por apresentarem uma maior drea de contacto com os
microrganismos [63].

Os valores apresentados na tabela estdo de acordo com os encontrados na
literatura, pois os halos de inibicdo para a condicdo em que os filmes foram irradiados
sdo superiores para todas as estirpes. Tal é consequéncia do ZnO ter absorvido a
radiacdo ultravioleta de uma forma intensa, potenciando assim uma maior libertacao
de ROS que ajudou a interagir e destruir a estrutura das bactérias de uma maneira mais

eficiente.
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Analisando as duas condigdes de luminosidade podemos concluir que:

i) Os halos de inibi¢dao dos filmes do tipo Zn2 irradiados foram maiores para
a E.coli quando comparados com os halos observados para a S.aureus na mesma
condigao.

ii) Para a condicdo sem irradiacdo na E. coli o filme ndo apresentou qualquer
tipo de halo, algo que pode estar relacionado com algum erro no decorrer do teste,
podendo mesmo a superficie dopada com Zn2 ndo ter ficado em contacto direto com
o meio de cultura, dada a dificuldade de perceber qual das faces do filme esta
depositada com o ZnO, pois estes sdo transparentes.

iii) A irradiacdo com UV para os filmes na estirpe de S. aureus, apesar de
num dos casos ter sido superior, ndo diferenciou muito quando comparado com os

filmes que nao foram irradiados.

Com o objetivo de entender o comportamento das superficies de ZnO
perante as diferentes estirpes bacterianas recorreu-se ao SEM para analisar com melhor
detalhe a capacidade inibitéria das amostras. Como o propédsito destes filmes é o
revestimento de materiais em ambiente hospitalar é de extrema importancia avaliar o

gue sucedeu nas superficies dos mesmos.
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P. aeruginosa

Figura 3.10. Micrografias SEM das superficies dos filmes do tipo Zn2 incubados em meio

de cultura LB (a), c), e), g), i), k)) e em meio de cultura R2A (b), d), f), h), j), 1)) com e sem

irradiacdo UV (c),d),g),h),k), I)) e (a),b), e), f),i), j)), respetivamente. Para as estirpes de E.
coli (a),b),c),d)), S. aureus (e),f),g),h)) e P. aeruginosa (i),j),k),!)).

A partir das micrografias SEM (Figura 3.1.0.) é possivel inferir que o principal
mecanismo de inibicdo bacteriana destes filmes finos de ZnO foi a perda de integridade
das membranas microbianas e o vazamento de conteudo intracelular.

Como a bactéria Gram-positiva (S. aureus) estd presente em grupos de
aglomerados, a sua area de superficie exposta ao ZnO aumenta, levando a uma maior
taxa de mortalidade para estes agentes patogénicos. Por outro lado, para as bactérias
Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa), foi observado um maior numero de cavidades
e enrugamentos nas superficies das membranas (representado pela seta laranja na
figura 3.10.). Embora, este enrugamento se tenha observado principalmente para a E.
coli e P. aeruginosa, a perda de viabilidade destas em comparacdo com a S. aureus foi

muito menor (facto assinalado pela seta vermelha na figura 3.10.). Com efeito, as
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bactérias Gram-negativas aparecem geralmente como células Unicas ou emparelhadas
diminuindo assim a sua area de contacto e levando a uma menor perda de viabilidade.
Contundo, todas as estirpes sofreram danos totais ou parciais das membranas [67].

O dano nas membranas celulares, possivelmente irreversivel, ocorreu somente
apos o contacto direto com os filmes de ZnO, sugerindo que a inibicdo bacteriana, deste
material, é influenciada pelo grau de contacto entre as células dos microrganismos com
as superficies dos filmes, sendo que um contacto préximo entre ambos pode
comprometer a integridade das membranas dos agentes patogénicos [67].

A diferenga na perda de viabilidade entre as bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas pode ser explicada pela tendéncia destas ultimas em formar aglomerados
celulares, mas também pela diferenca na estrutura da parede de celular. A parte exposta
da bactéria que reage de imediato com a superficie de ZnO é a camada da membrana
externa para as bactérias Gram-negativas e a camada de peptidoglicanos para as
bactérias Gram-positivas. Esta dissimilaridade, desempenha um papel fundamental na
determinacdo do tipo de interacdes que ocorrem entre as bactérias e o ZnO, pois as
bactérias Gram-positivas interagiram por ligacdes eletrostaticas ou de hidrogénio, além
da perfuragdo fisica das membranas, enquanto que as Gram-negativas interagiram
apenas por contacto fisico direto. A espessa camada de peptidoglicanos das bactérias
Gram-positivas e a presenca de acidos teicdicos, lipoides e aminoacidos, na superficie
das mesmas pode ainda ter contribuido para a interacao adicional com o ZnO. Por outro
lado, a membrana externa das bactérias Gram-negativas forma uma camada protetora
extra, essencial a sobrevivéncia deste tipo de bactérias, oferecendo prote¢dao em
ambientes hostis, inclusive na presenga de antibidticos, sendo esta a razdao pela qual
estas bactérias sdo normalmente resistentes. E ainda de salientar que os resultados para
a P. aeruginosa foram os mais insatisfatérios pois esta bactéria é capaz de sobreviver a
uma ampla gama de ambientes, porque o seu genoma é relativamente grande em
comparacdo com outras bactérias sequenciadas e esta codifica uma grande proporcao
de enzimas reguladoras importantes para o metabolismo, transporte e efluxo de
compostos organicos. Esta capacidade de codificacdo aprimorada no genoma da P.
aeruginosa traduz-se numa grande versatilidade metabdlica e alta adaptabilidade as

mudancas ambientais [67][68].
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Quanto aos resultados para as duas condi¢bes de luminosidade, teoricamente
esperar-se-ia que os filmes irradiados com UV libertassem uma maior quantidade de
radicais livres altamente reativos que danificariam de uma forma mais intensa a parede
celular das bactérias, algo que apenas se verificou para o caso da S. aureus, onde é
possivel observar uma menor densidade de bactérias na condicdo em que os filmes
foram irradiados, isto poderad dever-se essencialmente a diferenca da estrutura das
bactérias Gram-positivas que permitiu uma maior interacdo com os ROS [69].

Numa fase posterior, tentou proceder-se a liga¢dao dos filmes finos do tipo Zn2
com o Oleo de limdo, ficando estes a incubar durante 24 horas num shaker a uma
temperatura de 4 °C. No entanto, foi observada a formag¢dao de um material tipo goma
por parte do éleo de limao (figura 3.11.) o que impossibilitou a analise da a¢do conjunta
deste material bioldgico com os filmes finos, pois estes ultimos ficaram colados as placas
multiwells inviabilizando este teste. Este acontecimento deveu-se, provavelmente, a
polimerizacdo do dleo de limdo na presenca de carbodiimida que deveria efetuar a

ligacdo covalente entre o composto natural e a superficie do filme fino.

Figura 3.11. Formacao de um material tipo goma pelo éleo de limdo aquando da

ligagdo do mesmo com os filmes finos do tipo Zn2.
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Conclusao

Os resultados decorrentes do trabalho desenvolvido na presente dissertacdao

permitiram retirar algumas seguintes conclusdes, a saber:

e Asdeposicoes dos filmes finos de ZnO, pela técnica de pulverizacdo catddica,
foram bem-sucedidas, demonstrando uma boa adesdo do alvo aos

diferentes substratos.

e Os valores obtidos para o potencial Zeta, para todas as amostras, foram
negativos, apontando desta forma para uma possivel reple¢do entre estes e

as bactérias que também apresentam um valor de carga superficial negativo.

e A caracterizacao morfoldgica da secgao transversal evidenciou que os filmes
pertencem a Zona T e que a uma maior densidade de poténcia correspondia
a superficies mais angulares e rugosas, aumentando assim a sua darea de

contacto com as bactérias.

Quanto a avaliacdo das propriedades antimicrobianas dos filmes finos de ZnO,
em relagao as estirpes de S. aureus, P. aeruginosa e E. coli, com incubagado feita com e
sem pré-irradiacdo de UV, e com e sem a presenca de 6leo de limao foi possivel concluir

que:
e O Oleo de limdo, de per si, ndo gerou halos de inibicdao
independentemente da estirpe bacteriana, resultados opostos aos da

literatura.

e Os halos de inibicdo foram significativos para os filmes finos do tipo Zn2,

com e sem luz UV.
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e Para a P. geruginosa nao foi observado nenhum halo em nenhuma das
condicOes, resultado este que ja era esperado devido a complexidade

gendmica deste agente patogénico.

e Os filmes que foram irradiados apresentaram maiores halos de inibicao
tanto para a estirpe de S. aureus como para E. coli, estando de acordo

com os resultados reportados na literatura.

e Durante o procedimento de ligacdo covalente do 6leo de limdo com a
superficie Zn2, ocorreu a polimerizacdo do composto natural levando a
formacdao de um material tipo goma, o que impossibilitou a analise

antibacteriana conjunta destes materiais.

Para trabalhos futuros e no seguimento desta dissertacdo, seria interessante
analisar o resultado conjunto destes filmes finos de ZnO com diversos materiais
bioldgicos antimicrobianos, de forma a avaliar a sua inibicdo bacteriana de forma isolada
e, especialmente, em conjunto.

Em suma, os resultados, particularmente no ultimo ensaio, foram satisfatérios,
revelando que estas superficies podem ser muito Uteis para o revestimento de inUmeros
materiais, especialmente em unidades de saude, no intuito de reduzir a transmissao e

disseminacdo de agentes patogénicos.
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