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Resumo

Em ambiente hospitalar a contaminacao de superficies, tais como os manipulos das
portas e os carrinhos operacionais hospitalares, podem ocorrer por manuseamento,
derramamento de solucdes nao estéreis ou através de aerossois, sendo este um potencial
modo de transmissao de infecoes.

As infecdes originadas por bactérias tém sido uma das principais preocupacdes de salde
ao longo da histéria humana. Apés o desenvolvimento de antibidticos, surgiu a conviccao de
que o problema das infecbées bacterianas teria os dias contados. Contudo, os agentes
patogénicos evoluiram sofisticados mecanismos de resisténcia aos antibioticos. Essa
resisténcia antimicrobiana € um dos desafios mais significativos para a saide humana nos dias
de hoje.

Com a escassez de novos antibidticos no mercado, a necessidade de medidas para
evitar uma crise global na area da saude é cada vez mais urgente. Dessa forma, os
revestimentos antibacterianos tornaram-se um campo de pesquisa muito ativo e fortemente
estimulado pela crescente urgéncia de identificar alternativas a administracao tradicional de
antibioticos.

Nesta dissertacao o objetivo consistiu em adquirir um conhecimento abrangente sobre
revestimentos antimicrobianos ja existentes e uma posterior investigacao de um revestimento
inovador com propriedades antimicrobianas a base de nanoparticulas de cobre imobilizado em

nanofibras de policaprolactona (PCL) obtidas através da técnica de electrospinning.

Palavras-chave: Revestimentos antimicrobianos; Cobre; Electrospinning; Staphylococcus

aureus; Pseudomonas aeruginosa

Vil



VIl



Abstract

In hospital environment, the contamination of surfaces, such as door handles and
hospital operating trolleys, may occur through handling, spillage of non-sterile solutions or
through aerosols, thus being a potential mode of transmission of infections.

Infections caused by bacteria have been a major health concern throughout human
history. After the discovery of antibiotics, the conviction that the problem of bacterial
infections would have their last days arose. However, pathogens have evolved sophisticated
drug resistance mechanisms. This antimicrobial resistance is one of the most significant
challenges to human health today.

With the shortage of new antibiotics on the market, the need for measures to prevent a
global health crisis is increasingly urgent. Thus, antibacterial coatings have become a very
active field of research and strongly stimulated by the increasing urgency of identifying
alternatives to the traditional administration of antibiotics.

In this dissertation the objective was to acquire a comprehensive knowledge about
existing antimicrobial coatings and a subsequent investigation of an innovative coating with
antimicrobial properties based on nanoparticles immobilized on polycaprolactone nanofibres

(PCL) obtained through the electrospinning technique.

Key words: Antimicrobial coatings; Copper; Electrospinning; Staphylococcus aureus;

Pseudomonas aeruginosa.
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Capitulo 1 - Abordagem inicial



1.1. Contextualizacdo do estudo

Ha muito que se reconheceu que a contaminacdo de superficies por microrganismos
patogénicos pode comprometer a higiene geral do meio ambiente [1]. O potencial de
superficies de unidades de salde contaminadas na transmissao de agentes patogénicos
depende de uma série de fatores, incluindo a capacidade destes permanecerem viaveis numa
variedade de superficies ambientais secas, a frequéncia com que contaminam superficies
comuns manipuladas por pacientes e profissionais de salide, e se os niveis de contaminacao
sao ou nao suficientes para causar uma infecao nos pacientes [2]. Em meio hospitalar, a
contaminacao de superficies abertas e metalicas, como placas de porta, trilhos de cama e
carrinhos operacionais, ocorre por contato com a mao, derramamento/salpicos de solucées
nao estéreis ou através de aerossois [1].

O papel de transmissor de agentes patogénicos pelas superficies contaminadas é
fundamentada no facto de que a limpeza e desinfeccao regular podem reduzir a incidéncia de
colonizacao das mesmas [2] evitando assim uma posterior contaminacao cruzada [1]. Mesmo
nos dias de hoje as infecdes adquiridas em ambito hospitalar sdo uma tematica controversa. A
colonizacao bacteriana e a formacao de biofilmes sao reconhecidos como questdes graves em
areas como medicina, alimentar, instrumentos cirdrgicos, entre outros [3].

A utilizacdo de superficies biocidas podera ser uma das solugdes importantes, sendo
que ja foi demonstrado em ensaios clinicos e laboratoriais que as ligas de cobre sao eficazes a
eliminar bactérias, fungos e virus [4].

A incorporacao de nanoparticulas (NP) metalicas em matrizes poliméricas gera novos
materiais chamados nanocompdsitos. A combinacdao das diferentes propriedades desses
componentes (polimero e nanoparticulas) pode gerar um material com melhores propriedades
oticas, eletronicas, mecanicas e antimicrobianas. Os nanocompoésitos com propriedades
antibacterianas podem ser obtidos incorporando nanoparticulas com atividade antibacteriana

conhecida ou aumentando as propriedades antibacterianas que a matriz polimérica ja possui

[5].

1.2. ldentificacdao do problema base

As infeccoes causadas por microorganismos resistentes a multiplos farmacos (MDR)
sa0 uma preocupacao crescente e, juntamente com a falta de novos antimicrobianos,
significa que as opcdes para um tratamento antimicrobiano eficaz sao limitadas [4]. Deste
modo, prevenir a colonizacdo bacteriana de superficies biomédicas é a chave para limitar a
propagacao de infeccoes.

As infecdes originadas por bactérias tém sido uma das principais causas de transtornos

de salde ao longo da histéria humana. Apos o desenvolvimento de antibioticos, surgiu uma



crenca geral que estaria resolvido o problema das infecoes bacterianas. Contudo, os agentes
patogénicos evoluiram sofisticados mecanismos de resisténcia aos antibiéticos. Devido a sua
elevada capacidade de adquirir resisténcia a antibioticos, torna-se cada vez mais dificil
arranjar solucdes que destruam as bactérias e neutralizem o problema das infecdes na
populacao humana. Como resultado, a resisténcia antimicrobiana emergiu como uma das mais
graves ameacas a saude, solicitando esforcos generalizados para desenvolver novos
antibacterianos [6].

Um problema de longa data no atendimento ao paciente é a capacidade das
bactérias, incluindo Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), para formar biofilmes em
dispositivos implantados e residentes. Estas infeccdes localizadas podem ser dificeis de
detectar com a microbiologia clinica de rotina e, muitas vezes, ndao se conseguem resolver
com antibioterapia agressiva [7]. A infeccao hospitalar mais comum é causada por P.
aeruginosa e ocorre através da contaminacao de cateteres e ventiladores levando a infecoes
nosocomiais (como pneumonia), infecdes do trato urinario, feridas de queimaduras infetadas
e bacterémia, especialmente em pacientes com diabetes ou imunodeficiéncia [8].

Por outro lado, Staphylococcus aureus (S. aureus), desde a sua descoberta pelo Dr.
Alexander Ogston em 1880, tem sido reconhecida como um microorganismo versatil. S aureus
pode colonizar o corpo humano como parte da flora natural, sendo por outro lado também a
principal causa de infeccoes bacterianas associadas ao meio hospitalar, relacionando-se com
numerosas infeccdes leves de pele e tecidos moles, bem como pneumonia grave, bacterémia,
osteomielite, endocardite, septisémia e sindrome de choque toéxico [9]. Staphylococcus
aureus € portanto capaz de causar infecgdes, pela formacao de biofilme, em superficies
naturais do corpo e dispositivos médicos [10]. A crescente prevaléncia de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) e a sua capacidade para resistir a combinagdes
multiplas de antibioticos tém representado um sério desafio para o controlo dessas infeccoes
[11].

Atualmente, as propriedades na massa (por exemplo, mecanicas) de materiais em
aplicacdes de salde estao bastante otimizadas. Adicionalmente, o revestimento de materiais
com filmes finos confere funcdes desejadas de superficie sem afetar propriedades mecanicas
do material. Desta forma, os revestimentos antibacterianos tornaram-se um campo de
pesquisa muito ativo, fortemente estimulado pela crescente urgéncia de identificar
alternativas a administracdo tradicional de antibidticos [12]. A avancada tecnologia de
revestimento e a capacidade de produzir materiais projetados para implantes, adesivos,
revestimentos, embalagens e sistemas de entrega de farmacos estdo a criar uma ampla
variedade de inovacdes importantes para uma série de aplicacdes biotecnoldgicas, como o

revestimento antifingico, mas também o revestimento antibacteriano [13].



1.3. Objetivo da dissertacao

Nesta dissertacao existem duas componentes explorados. Uma componente
tedrica onde é abordado o estado da arte relativo aos revestimentos antimicrobianos
e uma pratica onde houve a otimizacdo e producdo de um revestimento com propriedades
antimicrobianas a base de cobre imobilizado em nanofibras de policaprolactona (PCL). Este
revestimento antimicrobiano foi obtido através da técnica de electrospinning. Apds produzir o
revestimento, sao feitas varias analises relacionadas com a sua caracterizacao e com a

avaliacao da sua atividade antimicrobiana.



Capitulo 2 - Bactérias e a resisténcia a

antibioticos



2. Bactérias

Os microrganismos tem uma grande capacidade de sobrevivéncia devido a sua
estrutura simples. Uma bactéria € um organismo unicelular primitivo tendo a habilidade
reproduzir tudo dentro de uma célula, crescer, usar energia e produzir residuos.
Relativamente a sua estrutura, as bactérias possuem uma parede celular dura composta por
celulose capaz de fornecer suporte e protecao contra substancias antibioticas. A sua parte
externa, chamada capsula, permite que as bactérias se colem a outras bactérias.

Existem trés formas basicas de bactérias: Coco (pequenas bolas redondas); bacilos
(forma de vara); espirilo (forma espiraladas e encurvadas). Segundo as estimativas de
cientistas podem existir um milhao de espécies de bactérias no mundo, contudo apenas uma
pequena porcao foi estudada. O seu arranjo pode ser de forma individual ou em grupo,
formando pares que os cientistas denominam de diplo. Varias bactérias amarradas juntas em
uma cadeia sao chamadas de strepto e, quando as bactérias se aglutinam em grupos, elas sao
chamadas de staphylo.

O crescimento microbiano é normalmente definido como o crescimento de uma
populacao de células de um determinado microrganismo ao longo do tempo. Este crescimento
€ normalmente quantificado em termos de aumento do nimero de células, densidade otica
da cultura ou massa celular (biomassa). A maioria das bactérias multiplica-se por fissao

binaria, dando uma célula origem a duas ao fim de um certo tempo [14].

O

¥ Replicacdo do DNA
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v Formacéo do Septo
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Y
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O O ) recebe uma copia de
: : - DNA

Figura 1 - Fissao Binaria de uma bactéria. Adaptado de
https://knowledgeclass.blogspot.com/2015/07/amitotic-cell-division-in-prokaryotes.html




No processo de fissao binaria (Figura 1) ocorre a replicacao do genoma da célula, para
formar duas cépias de DNA iguais, seguindo-se o alongamento da célula. Por fim, as duas
células iguais de DNA sdo separadas formando duas células-filha idénticas.

Muitos sao os organismos bacterianos que podem causar a morte dos seus
hospedeiros, contudo a grande maioria das bactérias desempenha um papel vital no
ecossistema da Terra. Existe apenas uma quantidade limitada de materiais capaz de sustentar
todas as formas vivas, de tal maneira que esses elementos como o oxigénio, carbono,
hidrogénio, azoto, fdsforo, entre outros, precisam ser reciclados. Desta forma, estes
microrganismos sao os principais agentes capazes de reconstruir compostos quimicos para uso

animal e vegetal [14].

2.1. Bactérias Gram positivas e Gram negativas

A classificacdo das bactérias abrange uma variedade de diferentes funcdes. As
bactérias podem ser agrupadas consoante sistemas de classificacdo que utilizam a morfologia
bacteriana e propriedades de coloracdo do organismo, bem como através da necessidade de

crescimento de O, das espécies combinado com uma variedade de testes bioquimicos [14].
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Bactéria Gram-positiva Bactéria Gram-negativa
Figura 2 - Esquematizacdo a) Bactéria Gram-positiva b) Gram-negativa. Adaptado de:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC372901/

Em 1884, Hans Cristian Gram desenvolveu um método de coloracdao capaz de
distinguir células com parede celular Gram-positivas das com parede celular Gram-negativas
(Figura 2) com base na sua morfologia e propriedades de coloracao diferenciais. Inicialmente,

esta técnica de coloracao usa os corantes violeta de cristal e o mordente no peptidoglicano.



Isso confere aos organismos gram-positivos uma cor violeta quando vistos sob um microscépio.
0 método de coloracao utiliza ainda uma descoloracao (alcool) que em seguida é contrastado
com o corante Safranina de modo que os organismos Gram-negativos percam o violeta de
cristal e corem de vermelho. Embora os organismos Gram-negativos tenham uma membrana
externa, eles possuem uma camada de peptidoglinano mais fina que nao retém o corante
violeta de cristal, dai perderem a coloracao azul durante o processo de descoloracao [14].

As Gram negativas sdo constituidas por uma camada de peptidoglicanos pequena e
uma membrana citoplasmatica exterior. Esta membrana, exclusiva das Gram negativas,
funciona como uma barreira de permeabilidade adicional e opera em mecanismos de
transporte. Estas formam um grupo importante de agentes patogénicos que afetam uma
ampla gama de hospedeiros. Devido a sua membrana lipidica externa, este grupo de bactérias
torna-se um desafio especial ao sistema imunologico, pois a sua membrana lipidica externa
torna estes patogénicos resistentes a acao das lisozimas. A dupla camada de peptidoglicanos
internos (PGN) e os lipopolissacarideos externos (LPS) permitem as bactérias Gram negativas
protegerem-se contra ataques ambientais e do hospedeiro. A parede celular deste tipo de
bactérias gera produtos de decomposicao reconhecidos como padrées moleculares associados
a microrganimos (MAMPs) que sao detetados por receptores de reconhecimento de padrodes
por parte do hospedeiro (PRRs). Este reconhecimento provoca uma resposta imune. Contudo,

certas bactérias desenvolveram mecanismos de evasao para se camuflarem [15].

2.2, Staphylococcus aureus

Staphylococcus sao bactérias Gram-positivas que estao amplamente distribuidas no
ambiente, podem residir na pele e nas superficies mucosas de humanos e animais. O género
Staphylococcus contém pelo menos 49 espécies, algumas das quais sao importantes para a
indistria alimentar, agricultura e economia [16]. Contudo, de todas as espécies
Staphylococcus, a mais patogénica é Staphylococcus aureus (S. aureus), sendo considerada
como uma das principais preocupacodes, tanto na area clinica como na comunidade [16-17].

A presenca da bactéria S. aureus é frequente no corpo humano. Mesmo os individuos
saudaveis sao ocasionalmente colonizados por S. aureus, sendo os locais mais comuns a
garganta e o nariz. Contudo, é também possivel encontrar a bactéria, com menor frequéncia,
em locais como o perineo, reto, axilas e genitais [17].

S. aureus é um agente patogénico oportunista excepcionalmente bem adaptavel, que
pode sobreviver sob diferentes condicées, sem requisitos nutricionais ou ambientais
especificos. Este microrganismo é capaz de suportar varios meses em itens e superficies e é
capaz de causar uma grande variedade de doencas em humanos e animais. Ao longo dos anos,
as infecoes derivadas a S. aureus aumentaram muito, sendo uma das principais causas de

infeccoes bacterianas humanas em todo o mundo [16]. Apos a introducao da penicilina no



mercado, a alta taxa de mortalidade da doenca invasiva provocada por S.aureus diminuiu
causando um grande impacto no tratamento destas infecdes [17]. Contudo, logo apods a
introducao da penicilina e do seu amplo uso como agente terapéutico, S. aureus tornou-se
resistente a mesma através da producao da B-lactamase (penicilinase, uma enzima que
destréi o anel B-lactamico da penicilina) [18]. A meticilina, uma penicilina semi-sintética, foi
entdo introduzida em 1959 devido a crescente prevaléncia de estirpes produtoras de
penicilinase de S. aureus. Em pouco tempo, surgiram estirpes de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) e tornaram-se importantes agentes etiologicos de infeccdo ndo sé do ponto
de vista interno (hospitalar) mas também fora dos cuidados de salde (associado a
comunidade) e até mesmo numa grande diversidade de animais [17-16]. A B-lactamase e a
proteina de ligacdo a penicilina (PBP) sdao os principais motivadores da resisténcia aos
antibidticos B-lactamicos em S. aureus [17].

S. aureus possui varias caracteristicas, entre as quais mecanismos de quorumsensing e
fatores de viruléncia (Tabela 1), que permitem desencadear uma ampla gama de doencas.
Esta bactéria produz uma vasta diversidade de exoproteinas (como hemolisinas, nucleases,
proteases, lipases, hialuronidase e colagenase) que conferem a capacidade de colonizar
tecidos hospedeiros e também produz outras exoproteinas que contribuem para a capacidade
de causar doencas e inibir as respostas imunes do hospedeiro. Os genes que codificam esses
fatores de viruléncia sdao regulados de maneira coordenada, revelando a estratégia deste
agente patogénico em inicialmente se estabelecer no hospedeiro e, posteriormente, causar a
doenca [16]. O principal mecanismo de viruléncia de S.aureus detetado € o sistema regulador
do gene acessorio sensivel a quorum (agr) que controla a expressao de modulinas solUveis em
fenol (PSMs) contra as células imunes, como os queratinocitos (KCs) [19-20]. Apds a ativacao
do loco agr é induzida a expressdao de uma ampla gama de fatores de viruléncia, incluindo
toxinas e enzimas que sdo importantes para a adaptacao do patogénio ao meio ambiente [19].

Como resultado da sua viruléncia, a S.aureus é capaz de causar uma ampla gama de
infecdes em seres humanos, incluindo foliculite, furunculose, furinculos, impetigo, celulite,
septicemia, abscessos profundos, pneumonia necrosante, osteomielite, endocardite infeciosa,
infecdes do trato urinario, infecdes do sistema nervoso central, sindrome de choque toxico e

até intoxicacao alimentar [16].

2.3. Pseudomonas aeruginosa

0 género Pseudomonas foi descrito no final do século XIX, quando as descricdes dos
géneros, aceite pelos taxonomistas microbianos, foram baseadas nas morfologias macro e
microscopicas [20]. A Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-negativo, nao fermentador,
conhecido como uma das principais causas de infec¢ées nosocomiais, com morbilidade e

mortalidade severas [21]. O género Pseudomonas, é o melhor estudado e distinguido pela sua



capacidade de colonizar uma grande variedade de nichos de diversos habitats e pela grande
capacidade metabdlica [22].

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) é um dos patogénios humanos oportunistas
mais preocupantes, listado em 2017 como primeira prioridade, de acordo com a World Health
Organization (WHO), para a descoberta de tratamentos antibacterianos [23]. E também o
agente causador de uma ampla gama de infeccoes graves, incluindo o trato respiratorio em
pacientes com fibrose cistica, feridas por queimaduras ou diversas infeccbes em pacientes
imunocomprometidos apods cirurgia ou quimioterapia [24]. A patogénese de P. aeruginosa é
caracterizada pela producdo de uma ampla gama de fatores de viruléncia essenciais para a
colonizacdo inicial do hospedeiro e para o estabelecimento de uma infeccao aguda. A
resisténcia intrinseca a uma ampla variedade de antibidticos e a capacidade de adaptar-se a
um ambiente em mudanca permite que a P. aeruginosa estabeleca infeccées agudas e
cronicas [25].

Apesar do tratamento com antibioticos apropriados, a mortalidade permanece tao
alta como nas infeccdes agudas, sendo relatados cada vez mais isolados resistentes a
multiplos antibioticos. P. aeruginosa tem um grande arsenal de fatores de viruléncia
secretados que dependem de sistemas especializados de exportacao, incluindo os tipos I, Il,
lll, V e os sistemas de secrecao tipo VI recentemente descobertos [25]. Estes fatores de
viruléncia incluem enzimas, tais como proteases e elastases e pigmentos fenazinas, tais como
piocianina e ramolipidos. Um sistema de secrecao de bastante importancia é o tipo Ill que
permite a injecao de proteinas efetoras diretamente no citoplasma das células do hospedeiro
[26]. Foram identificadas quatro proteinas efetoras: ExoS e ExoT, que sdo enzimas
bifuncionais com atividades de proteina ativadora de GTPase e ADP ribosilase (que causam
ruptura do citoesqueleto da célula hospedeira) e ExoU (uma citotoxina com atividade de
fosfolipase) e ExoY (uma adenilato ciclase). As diferentes combinacdes destas proteinas tém
efeitos profundos e muitas vezes devastadores na funcao da barreira epitelial e na
cicatrizacao de feridas. Também se pensa que interferem no funcionamento dos macroéfagos e
neutrofilos [27].

P. aeruginosa é naturalmente resistente a varios tipos de antibidticos devido a
barreira que apresenta para além da membrana celular - membrana externa (ME). P.
aeruginosa possui uma grande facilidade em trocar material genético (ADN) entre estirpes da
mesma espécie e mesmo entre espécies diferentes. Quando sofrem uma alteracao genética
como mutacao ou adquirem material genético que lhes confere resisténcia a um antibiético,
posteriormente compartilham o seu ADN com outras estirpes de bactérias, sendo que a
estirpe secundaria pode tornar-se resistente ao mesmo antibiético [28].

A capacidade de P. aeruginosa para formar biofilme é importante para persistir em
nichos ambientais, como tubos e torneiras. Ao crescer como uma massa complexa de células
ligadas a uma superficie, as células de P. aeruginosa podem ser significativamente mais
resistentes a biocidas do que quando estdao num estado plancténico (flutuante livre). Este

facto deve ter consequéncias proeminentes para os regimes de limpeza hospitalar [28].
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2.4. Resisténcia bacteriana aos antibioticos

Antes da descoberta do primeiro antibiotico o objetivo por parte de muitos cientistas
seria encontrar uma maneira de matar uma célula bacteriana sem prejudicar as células
humanas. Desta forma, em 1910, Paul Ehrlich, um cientista alemao, descobriu que um
composto de arsénico matava uma bactéria em forma de espiral responsavel pela sifilis. A sua
descoberta foi inspirada no trabalho de Robert Koch que utilizou tintura de anilina para
manchar as células bacterianas, tornando-as mais visiveis sob um microscopio [14].

Os antibidticos sdo produtos quimicos que reagem com outros produtos quimicos. As
membranas das células sao cobertas por receptores que permitem a esta reagir ou absorver
outros produtos quimicos. De forma geral, para um antibidtico funcionar, este deve ter a
composicdo correta para ser compativel com os receptores da bactéria. Cada tipo de
antibiotico ataca uma bactéria de maneira diferente impedindo a ligacdo do mesmo a outras
células do corpo humano de forma a ndo provocar efeitos colaterais [14].

Atualmente, existe um uso excessivo e indevido de antibioticos, proveniente da falta
de controlo nas vendas e fabricacdo. Para além de serem usados como medicacdo para
humanos, sdao também amplamente usados na criacio de animais (Figura 3).
Consequentemente, muitos dos antibidticos sao lancados involuntariamente no meio

ambiente representando uma grande ameaca aos ecossistemas e a salide humana [29].

Animais Individuo recebe
» recebem antibidticos e )
! = antibioticos e desenvolve —e v
‘“@ desenvolvem bactérias ;
= bactérias 5 resistentes
] @ Bactérias Individuo contacta com
L A} N - resistentes 7a a comunidade e € .
v a drogas ~ ( propaga a bactéria a
@ podem d resistente George recebe
222’:‘;?2:%66" 2 \ ‘ cuidados no hospital
/ animais.

N 24N e V \
Fertilizacao ou agua contendo i ; P
fezes de animais e bactérias -

: : Os germes resistentes
bacterianas resistentes é usada em ! n espalham-se para outros
cultivos alimentares pacientes |
‘ Healthcare Facility
) / \ ' (2l Bactérias resistentes

espalham-se para

As bactérias resistentes

a farmacos nas fezes Pacientes o ] outros pacientes a
dos animais podem véo para ks - partir de superficies
permanecer em casa " dentro da unidade
culturas e ser ingeridas de salde.

Figura 3 - Exemplo da propagacao de bactérias resistentes a antibioticos. Adaptado de: Antibiotic
Resistance Threats in the United States, 2013.
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Infelizmente, ha uma grande facilidade nas formas de resisténcia a antibiéticos
cruzarem fronteiras internacionais e espalharem-se entre os continentes a uma velocidade
notavel [30], sendo este um problema crescente, responsavel por mais de 700.000 mortes em
todo o mundo. Todos estes consumos abusivos diminuem a eficacia dos antibidticos e por isso,
existe uma imensa procura de novas combinacdes por parte das industrias farmacéuticas e
por isso, ha uma necessidade urgente em adquirir conhecimento sobre os mecanismos
subjacentes a origem da resisténcia para poder retardar a sua evolucao [31].

Existe uma grande variedade de antibioticos com funcdes diferentes. Cada tipo de
antibiotico ataca uma bactéria de maneira diferente. Alguns impedem que as bactérias
formem uma parede celular (antibioticos B-lactamicos), outros interferem na capacidade da
bactéria produzir nutrientes essenciais (antibioticos aminoglicosideos), como o acido félico e
outras proteinas, enquanto outros param a replicacao do DNA da bactéria [14]. Contudo, as
bactérias tém uma capacidade incrivel de desenvolver resisténcia aos antibioticos e, por isso,
a Organizacao Mundial de Saude (OMS) afirma que um dos maiores desafios para a saude
humana neste século é a resisténcia a antibioticos bacterianos, devido ao aumento das taxas
de hospitalizacdo e mortalidade de pacientes infetados com bactérias clinicamente

resistentes a antibioticos em todo o mundo [32].

2.4.1. Inibicao da sintese da parede celular

Os antibioticos que interferem na sintese da parede celular sdo classificados como B-
lactamicos e é o mecanismo mais comum e mais utilizado na atividade antibiotica no
tratamento de doencas infeciosas. Estes antibidticos incluem carbapenémicos, penicilina,
monobactamicos e cefalosporinas e todos eles tém uma estrutura de anel B-lactamicos que
inibe a funcdo das enzimas responsavel pela sintese da parede celular, a proteina de ligacao a
penicilina (PBP) [33].

As PBPs sdao enzimas necessarias para a sintese de peptidoglicanos (PG), componente
essencial da parede celular. Os antibioticos B -lactamicos ligam-se aos sitios ativos da PBP e
inibe a atividade da sua transpeptidase, destruindo assim a integridade das paredes celulares,
levando consequentemente a morte bacteriana [33].

Atualmente existem muitos mecanismos em bactérias que as tornam resistentes aos
antibidticos. No caso das bactérias que produzem resisténcia aos antibioticos B -lactamicos,
ha trés mecanismos principais. O mecanismo mais comum é a producao de B lactamase, que
degrada os antibidticos B-lactamicos antes que atinjam os alvos. A degradacdo de B-
lactamicos pela enzima B-lactamase esta amplamente presente em bactérias Gram-positivas
e gram-negativas. O segundo mecanismo é modificar a proteina-alvo de ligacdo a PBP,
levando a perda da afinidade entre os antibidticos B-lactamicos e seus PBPs alvo. Esta € uma

das principais razoes que causam resisténcia a B-lactamicos em bactérias Gram-positivas [33].
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O terceiro mecanismo é impedir que o antibidtico B-lactamico atinja o alvo alterando a
permeabilidade da membrana externa ou aumentando a atividade da bomba de efluxo. [34]
Além disso, genes de resisténcia a antibioticos podem ser transmitidos entre
diferentes espécies bacterianas através de transformacao, transducdo e conjugacao. O que é
mais assustador é que a disseminacdo do gene da B-lactamase é grandemente exacerbada
pela sua integracdao em um elemento genético mével, como plasmideos ou transposon, que

promove a rapida transferéncia de material genético entre microorganismos.

2.4.2. Inibidores da sintese de proteinas

Os aminoglicosideos sao outra classe de antibioticos clinicamente importantes para o
tratamento de varios patogénicos bacterianos. Estes antibioticos afetam a fidelidade da
traducdo na sintese de proteinas e podem também estimular a producéo de radicais hidroxilo
altamente deletérios. A estrutura quimica basica dos aminoglicosideos é caracterizada pela
presenca de nlcleos de um aminociclitol (estreptamina, 2-desoxistreptamina ou estreptidina)
ligados a acUcares amino através de ligacoes glicosidicas. No entanto, outros compostos com
estrutura basica diferente sdo também incluidos na familia dos aminoglicosideos, por
exemplo, espectinomicina, um aminociclitol ndo ligado a aclcares amino ou compostos
contendo a fortamina de aminociclitol [35].

As trés classes de aminoglicosideos tém diferentes alvos de ligacao no ribossoma, bem
como diferentes mecanismos de acdo. Os aminoglicosideos tém como alvo a subunidade
ribossomica 30S das bactérias e interferem na sintese de proteinas, enquanto que os
macrolideos, oxazolidinonas, lincosamidas e estreptograninas interferem na subunidade 505
[36].

Os aminoglicosideos tém sido um componente importante no arsenal antibidtico
devido a sua eficacia de baixo custo contra bactérias Gram-negativas e algumas bactérias
Gram-positivas, a sua sinergia com outros antibidticos, bem como as propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas [36]. Contudo, as bactérias desenvolveram numerosos
mecanismos para resistir a acdo dos aminoglicosideos, aumentando os niveis de resisténcia.
Entre eles esta a mutacdao do RNAr 16S ou proteinas ribossomicas que modificam o sitio de
ligacdo e reduzem a interacao com a molécula de antibiotico, reducao da permeabilidade a
molécula antibidtica, ativacao de bombas de efluxo e modificacdo enzimatica do antibidtico

que ocorre através da acao das enzimas fosforilases, adenilases e acetilases [35].

2.4.3. Inibicao da sintese de acidos nucleicos

Quando as quinolonas foram originalmente introduzidas, mostraram ter actividade
contra um largo espectro de bactérias, incluindo tanto organismos gram negativos como gram

positivos. Os alvos intracelulares das quinolonas sdo as topoisomerases de DNA girase e
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topoisomerase IV que sao necessarias para replicacdo, recombinacao e reparo do DNA da
bactéria. A girase tende a ser o alvo primario em bactérias gram-negativas, enquanto a
topoisomerase IV é preferencialmente inibida pela maioria das quinolonas em organismos
gram-positivos. Contudo, este tipo de antibidticos desenvolvem uma rapida resisténcia na
medida em que a bactéria incrementa a expressao de bombas de efluxo que eliminam o
antibiotico [37].

Existem quatro acdes centrais que ajudarao a combater infeccdes mortais provocadas
por bactérias, nomeadamente [80]:
- prevenir infeccdes e prevenir a propagacao da resisténcia
- rastreamento de bactérias resistentes
- melhorar o uso dos antibidticos de hoje
- promover o desenvolvimento de novos antibidticos e desenvolver novos testes de

diagndstico para bactérias resistentes

De forma a melhorar a acdo antimicrobiana do farmaco, estdo a ser feitas pesquisas
de forma a explorar o potencial de direcionamento da patogenicidade bacteriana, ou seja, a
capacidade da uma bactéria causar uma infeccdo. A atenuacdo da viruléncia bacteriana
tornara a bactéria menos capaz de estabelecer uma infeccao bem-sucedida e, em
consequéncia, sera eliminada pela resposta imune do hospedeiro ou pelo antibidtico. Este
tipo de farmacos ainda nao chegaram a testes clinicos, mas parece ser uma estratégia
promissora, uma vez que esses compostos criariam um cenario in vivo semelhante ao obtido
pela vacinacao com uma cepa viva atenuada. Excelentes revisoes dos compostos identificados
a partir de fontes naturais ou desenvolvidas sinteticamente para direcionar a viruléncia

bacteriana foram publicados [34]
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Capitulo 3 - Cobre e as suas aplicacdes

15



3.1. Cobre

O cobre (Cu) é um oligoelemento essencial na maioria dos organismos vivos e hoje sao
conhecidos mais de 30 tipos de proteinas contendo cobre. Exemplos proeminentes sao a Lisil
Oxidase, que esta envolvida na ligacao cruzada de colagénio e tirosinase, necessaria para a
sintese de melanina e dopamina B-hidroxilase, que funciona na via da catecolamina,
citocromo c oxidase, o aceitador de eletrdes terminal da cadeia respiratoria, e o superdxido
dismutase, exigido para a defesa contra danos oxidativos. Nestas enzimas, o cobre serve
como doador/aceitador de eletrdes alternando entre os estados redox Cu (I) e Cu (ll). Outras
proteinas de cobre, como a plastocianina ou azurina, atuam como transportadores de eletrdes
[38]. Deste modo, o cobre serve uma série de papéis importantes na sallde humana, incluindo
a producdo de energia em células e a manutencdo de elementos essenciais e produtos
quimicos, como zinco, estrogénio e neurotransmissores [39].

O corpo humano tem muitos mecanismos centrados no metabolismo do cobre, que
suportam papéis cataliticos e estruturais chave em proteinas e outras biomoléculas. Além
disso, os mecanismos estdo disponiveis para protecao contra a toxicidade do cobre nos niveis
celular, tecidual e organico. De fato, os problemas de salde humana relacionados ao cobre
sdo tipicamente associados a uma deficiéncia em vez de toxicidade aguda ou crénica do
cobre. Com respeito as propriedades antibacterianas do cobre, varias formas do metal
demonstraram ser ativas contra uma série de diferentes estirpes bacterianas. O cobre zero-
valente, o oOxido de cobre, o cobre ionico e os complexos moleculares contendo cobre
demonstraram algum grau de propriedades antibacterianas [39].

O cobre e os seus complexos foram amplamente utilizados como materiais efetivos
para esterilizar liquidos, téxteis e também tecidos humanos durante séculos [40]. Algumas
vantagens dos materiais de cobre, incluindo a sua atividade bactericida, eram bem
conhecidas desde o tempo das civilizagbes antigas [41]. Desde a Era de Hipdcritos (400 aC)
até o presente momento, o cobre tem sido intensamente utilizado, como agente para causar
a reducao das populacoes microbianas. Estudos recentes mostraram que o cobre e as ligas de
cobre tém atividade antibacteriana sobre as bactérias nocivas [3] e também inibem a adesao
de bactérias, impedindo o desenvolvimento de biofilme [42].

O cobre tem a capacidade de eliminar bactérias e virus quando usado como superficie
antimicrobiana. De facto, quando o cobre entra em contato com microorganismos, este leva a
distorcao repentina da parede celular e destruicao da membrana celular, pois os ides de Cu
que tém uma forte reducdo podem extrair os eletroes das bactérias, fazendo com que o seu
citoplasma escorra e o seu nlcleo celular oxide, que mais tarde causa a morte desses
organismos [43]. Para além disso, o cobre pode inibir a funcdo das enzimas respiratérias

proximas das membranas celulares, ligando-se aos seus grupos tiol [3].
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Nos ultimos anos, devido ao aumento da resisténcia das bactérias contra os
antibioticos, a atividade antibacteriana de nano-estruturas e materiais ultra finos, como

prata e cobre, tem assumido uma importancia cada vez maior [3].

3.2. Mecanismo de acdo dos agentes antimicrobianos a base de

metal

0 mecanismo de acao dos agentes antimicrobianos a base de metal sao na maioria das
vezes independentes do choque osmdtico, dependendo da interferéncia seletiva nos processos
celulares e das propriedades fisico-quimicas do metal e dos seus ligandos associados. Muitas
descobertas nesta area sugerem que os agentes antimicrobianos a base de metal danificam e
matam células microbianas induzindo stresse oxidativo, causando assim disfuncdo proteica ou
danificando a membrana celular [44].

Os antimicrobianos a base de metal podem combinar multiplos mecanismos de acao,
que atuam em sinergia para representar um desafio potente para os microorganismos
resistentes aos farmacos [44]. Por exemplo, os compostos organometalicos concebidos a
partir de ciclopentadienil manganés tricarbonilo, dipicolil rénio tricarbonilo e ferroceno ou
rutenoceno sao potentemente activos contra Staphylococcus aureus Gram-positivo resistente
a meticilina (MRSA) e simultaneamente interferem com a biossintese da parede celular,
atinge a membrana citoplasmatica, despolariza o potencial da membrana e induz o stresse
oxidativo [45].

Varios estudos demonstraram que o cobre em nanoescala exibe um amplo espectro de
atividade antimicrobiana, inibindo o crescimento de bactérias, fungos, virus e algas. Estudos
iniciais relacionados com a agédo antibacteriana das nanoparticulas de cobre foram conduzidos
em sistemas com nanoparticulas suspensas (nao incorporadas em matrizes) [5]. Esta acdo tem
sido associada a toxicidades multiplas nas bactérias, como a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, a peroxidacao lipidica, a oxidacao proteica e a degradacdo do DNA nas células E.
coli [46].

Contudo, as bactérias desenvolveram uma série de mecanismos para se protegerem
dos efeitos toxicos dos ides de cobre como: sequestro extracelular de ides de cobre;
impermeabilidade relativa das membranas bacterianas externas e internas aos i6es de cobre;
proteinas de eliminacao de cobre com metalotioneina no citoplasma e periplasma; e extrusao
ativa de cobre pela célula. Este Ultimo parece ser o principal mecanismo de resisténcia ao
cobre em bactérias e tem sido amplamente estudado em bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas [47].
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3.3. Condi¢bes para a atividade antimicrobiana do cobre

Alguns artigos recentes descrevem o cobre como um poderoso agente antimicrobiano.
Os microorganismos sobrevivem apenas alguns minutos sobre superficies de cobre. No
entanto, varias condicoes devem ser consideradas para potenciar a propriedade
antimicrobiana do cobre, nomeadamente, a temperatura e humidade, aplicacdo himida ou
seca, concentracao de cobre, tamanho do elemento antimicrobiano, tipo de contacto, forma

do cobre, método de preparacao e ambiente quimico [48].

3.3.1. Temperatura e humidade

Ojeil et al.[49] iniciaram testes para reconhecer a inadequacao de um protocolo de
teste de eficacia de superficies antimicrobianas. Para este estudo, a atividade antimicrobiana
de superficie de cobre foi testada em funcdo da temperatura, humidade relativa e poluicao
ambiental, de acordo com um protocolo JIS Z 2801 modificado [49]. Este estudo mostrou que
as ligas antimicrobianas de cobre foram mais eficazes a 37 ° C e a 100% de humidade relativa.
E de realcar a eficacia do "contact killing" bacteriano em condicdes de alta temperatura e

alta humidade.

3.3.2. Aplicacao humida ou seca

Elguindi et al.[50] mostraram que a bactéria Cronobacter spp. foi morta dentro de 10
minutos em ligas de cobre 99% em himido, como em 1 minuto em ambiente seco [50].

Segundo outros estudos realizados, as condicdes secas tém uma eficacia
antimicrobiana em alguns minutos, enquanto que as condi¢cbes himidas levam varias horas a
atuar, o que levanta questdes interessantes sobre o mecanismo de "contact killing". Estes
dados sdo relevantes na prevencao de possiveis contaminagdes e na protecao do publico uma
vez que, as superficies envolvidas no transporte de mao (por exemplo, alcas de portas) sdo
geralmente secas. No entanto, a maioria dos microorganismos como Salmonella nao sobrevive
ao processo de secagem, independentemente da superficie testada. Assim, é de evidenciar
que a reprodutibilidade para demonstrar o mecanismo de contact killing em seco é dificil de

demonstrar [48].

3.3.3. Concentracao de cobre

Grande parte dos estudos mostram uma melhor eficacia antimicrobiana de cobre em
condicOes de concentracao superiores ou iguais a 55%. Sistematicamente, os estudos usando

cobre C11000 (99,9% Cu) mostram uma melhor acao antimicrobiana com uma inativacao
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completa dos microorganismos testados em alguns minutos. Deste modo, quanto maior a

concentracao de cobre, mais rapida e eficiente é a acao antimicrobiana [48].

3.3.4. Tamanho do elemento antimicrobiano

Thekkae Padil e Cernik [51] sintetizaram nanoparticulas de CuO (CuO NPs) por um
processo de sintese coloide-térmica para a obtencao de diferentes tamanhos de CuO NPs. O
tamanho das nanoparticulas de CuO revelaram um fator importante para a atividade
antimicrobiana de cobre. Verificou-se que pequenas NPs de CuO (4,8 +/- 1,6 nm)
apresentaram uma atividade antibacteriana significativamente melhor em estirpes
bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas do que o tamanho maior de nanoparticulas de
CuO (7,8 +/- 2,3 nm) [51].

Applerot et al. [52], tiraram as mesmas conclusées e ressaltaram que as
nanoparticulas menores de CuO tém uma melhor atividade antimicrobiana devido a sua maior
capacidade de penetrar nas células. No entanto, o seu tamanho nano é também responsavel
pela sua toxicidade [52]. O Comité Cientifico Europeu sobre Riscos de Saiude Emergentes e
Recentemente Identificados destacou que o risco esta associado principalmente a libertacao

de nanoparticulas de CuO livres do dispositivo e a duracdo da sua exposicao.

3.3.5. Tipo de contacto

Quando a superficie de cobre é coberta por uma camada de polimero inerte para
evitar o contato direto entre a bactéria e o cobre, nao existe reducao na libertacao de cobre
ionico. Contudo, a morte bacteriana é menor. Da mesma forma, quando as bactérias sao
expostas a superficies de ferro solido, a perda de viabilidade celular é a mesma que no vidro.
No entanto, a exposicdo dessas células ao ferro na presenca de 4 mM de sulfato de cobre
(CuSQ4) permitiu uma morte celular completa em 100 minutos. Estes resultados sugerem que
o contato direto de bactérias com superficie de cobre causa danos significativos a membrana

celular, tornando as células mais suscetiveis aos ides de cobre libertados [48].

3.3.6. Forma do cobre

Um grande ndmero de estudos usaram cobre de varias formas para testar as
potenciais melhorias das suas propriedades antimicrobianas [48]. Hans et al. [53], usando a
bactéria E. hirae, demonstraram que as nanoparticulas de CuO inibem significativamente o
"contact killing" em comparacao com o cobre puro. Contudo, sob condicbées de humidade

saturada as Cu-NPs tiveram melhor atividade de "morte por contato” do que as CuO-NPs. Estes
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estudos permitem afirmar que o efeito antimicrobiano do cobre esta diretamente relacionado
com as suas formas de oxidacdo. Quanto maior o estado de oxidacao do cobre, maior é o seu

potencial antimicrobiano [48].

3.3.7. Método de preparacao

A superficie de cobre deve ser tdao limpa quanto possivel para evitar a criacao de
distUrbios dos ides de cobre libertados e para evitar potencialmente a agregacao desses ides
pelos contaminantes, reduzindo assim a sua eficiéncia antimicrobiana. Até a data, a maioria
dos estudos apenas usa protocolos de acetona e etanol para limpar e desengordurar as
superficies. Deste modo, sao necessarios estudos adicionais para desenvolver um protocolo de
limpeza sem diminuir a taxa de difusao ionica de modo a potencializar as propriedades

antimicrobianas do cobre [48].

3.3.8. Ambiente quimico

Os buffers (agentes tampao) desempenham um papel importante na libertacao de
ides de cobre no meio de cultura e, portanto, na atividade antimicrobiana de cobre. Molteni
et al. [48] demonstrou, ao plaquear diluicdes seriadas em placas N, que a aplicacao de
bactérias a superficies de cobre em tampdes Tris-Cl melhorou a "morte por contato” através
de uma maior liberacao de ions de cobre em comparacdo com meio de cultura M17, agua ou
tampéao fosfato. Deste modo, a qualidade do ambiente quimico em aplicacdes liquidas, como
a desinfeccdo de aguas quentes para o controlo de bactérias como a Legionella, desempenha

um papel importante [48].

3.3.9. Conclusoes

Existem varias condicdes para promover as propriedades antimicrobianas do cobre.
Assim, a alta temperatura, alta humidade, contacto de microorganismos nas superficies, alta
concentracao de cobre, superficies limpas sem diminuicao da liberacao ionica, cobre nano-
dimensionado, contato direto entre os microorganismos e formas oxidadas de cobre,

contribuem para aumentar a atividade antimicrobiana do cobre [48].

3.4, Usos propostos de cobre no hospital

Muitos sao os autores que alegam que o uso de cobre como agente antimicrobiano

poderia reduzir consideravelmente a biomassa ambiental e, assim, reduzir o risco de
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infeccoes adquiridas em ambiente hospitalar. As superficies de cobre sdao uma opcao
interessante para combater a contaminacdao bacteriana nos hospitais devido as suas
propriedades biocidas na adesao bacteriana da maioria das estirpes bacterianas nosocomiais,
em comparacao com o aco inoxidavel. Deste modo, uma aplicacdo eficaz do uso do cobre em
meio hospitalar seria ao niveldos revestimentos de superficies frequentemente manipuladas,
por exemplo, alcas de porta, placas de pressdo, assentos de sanitarios, alcas de descarga,
trilhos de pega, interruptores de luz, puxadores, soquetes, mesas, carrinhos de vestir,

torneiras e acessorios de pia [48].
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Capitulo 4 - Revestimentos

Antimicrobianos
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4.1 Revestimentos a base de cobre

A medida que o tamanho do material é reduzido de micrémetro para nandémetro, as
propriedades resultantes podem mudar dramaticamente. Este fenémeno é observado no caso
de veiculos com libertacao controlada de nanoparticulas metalicas, que apresentam alta
atividade bactericida, a qual nao é observada para as mesmas particulas de tamanhos
superiores. As nanoparticulas metalicas podem ser combinadas com polimeros ou revestir
superficies, podendo estas aplicacbes ter efeitos bactericidas [43]. Na verdade, ndo so os
agentes antimicrobianos - i. e., cobre e as suas formas tém importancia, mas também a
matriz polimérica desempenha um papel vital, dai ter havido a exploracdo de muitos
polimeros como possiveis partes do nanocompdsito. Geralmente, para este propoésito, os
polimeros devem ter as seguintes caracteristicas: insolubilidade a agua, tamanho de poro
apropriado a aplicacao especifica, e nao invasivo para células humanas de modo a apoiar a
epitelizacdo. Recentemente, tém sido utilizadas inimeras metodologias para fabricacao de
aplicacées futuristas [43].

A utilizacdo de polimeros para desenvolver nanocompdsitos com atividade
antimicrobiana ndo fornece apenas uma funcao de suporte para nanoparticulas, mas também
pode melhorar o desempenho antibacteriano dos nanocompositos. Esse comportamento esta
relacionado principalmente com trés fendmenos: 1. Sinergia entre o polimero e
nanoparticulas de cobre que aumenta a capacidade antibacteriana do material
(nanocomposito) em relacao aos componentes separados [54]; 2. A capacidade dos polimeros
para a libertacao de ides a longo prazo, prolongando assim a atividade antibacteriana do
nanocomposito [5]; 3. O efeito de aumentar a area superficial, associada a dispersdo fina de
nanoparticulas de cobre no polimero, ao nivel da atividade antibacteriana [55];

Bogdanovic et al.[56] relataram um efeito antibacteriano sinergistico entre o “nano-
modificador” utilizado (CuNps) e o “hospedeiro” polianilina (PANI) num nanocomposito de
cobre-polianilina (Cu-PANI) contra as bactérias E. coli, S. aureus e a levedura C. Albicans.
Neste estudo, verificaram que o nanocomposito exibe maior atividade antimicrobiana do que
qualquer um dos componentes separadamente [56]. Esta observacao pode ser explicada pela
seguinte forma: As interacdes fisicas e os contatos eletrostaticos desempenham um papel
importante na determinacdao da eficacia antimicrobiana do nanocomposito [5]; A PANI
estabiliza a estrutura com um impedimento estérico e diminui a agregacao potencial de
nanoparticulas de cobre entre si, garantindo uma area de contato de superficie altamente
eficaz para interagir com as superficies celulares [57]; A rede de nanofibras de PANI aumenta
a area de interface entre o nanocompdsito e os microorganismos patogénicos, concedendo
uma interacdo entre as nanoparticulas de cobre e os grupos funcionais das paredes celulares;
E por fim, a oxidacdo lenta das nanoparticulas de cobre resulta na liberacdo de ides Cu*" a
partir da superficie de CuO e na reducéao parcial desses ides Cu® [5].

O movimento dos ides de Cu® através da bicamada lipidica é favorecido
energicamente, causando danos nas células quando recolhidos [56]. Cioffi et al. [47]

argumentou que os revestimentos poliméricos nano-estruturados sao materiais extremamente
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atrativos, pois sdo capazes de controlar a liberacdo de espécies de metais e possuem
propriedades biostaticas que podem ser facilmente adaptadas [47].

Atualmente, existem numerosos artigos sobre o desenvolvimento de nanocompdsitos
de cobre. Entre as matrizes poliméricas mais utilizadas sao os polimeros naturais, como

celulose, quitosano e poliolefinas, como polietileno e polipropileno.

4.1.1 Quitosano

O quitosano é um derivado N-desacetilado de quitina, que é um polisacarido natural
que forma os exoesqueletos de crustaceos e insetos. O quitosano tem propriedades
biocompativeis, biodegradaveis, nao toxicas, antioxidantes, antibacterianas, antiflngicas e
adsorventes [5].

A presenca de grupos OH e NH, na sua macromolécula pode formar varias ligacoes
quimicas com metais e complexos de quelatos que podem suportar a lavagem com solventes
organicos. A capacidade do quitosano como agente quelante torna-o um material perfeito
para a para constituir compésito com as nanoparticulas metalicas [58].

As nanoparticulas de cobre utilizadas sem quitosano mostraram extensa agregacao e
alto grau de polidispersao, enquanto a maior e mais estreita distribuicao de tamanho de
nanoparticulas de cobre é obtida com quitosano. Os resultados antimicrobianos confirmam a
inibicdo do crescimento, mesmo depois de 4 horas de contato [59]. Mallick et al. [60]
sintetizaram nanoparticulas de cobre usando iodo como agente estabilizador num polimero de
quitosano. Estudos de microscopia eletrdnica e citometria revelaram que o nanocomposito
conseguiu ligar-se a parede celular bacteriana, causando danos irreversiveis a membrana
[60].

Noutro trabalho, foram preparados filmes de composito de nanoparticulas de
cobre/quitosano preparados pelo método de vazamento da solucdo, que mostraram atividade
antimicrobiana efetiva contra S. aureus, demonstrando deformacao e desintegracao das suas
paredes celulares [61]. Manikandan et al. [62] sintetizaram nanoparticulas de cobre usando
quitosano como agente de cobertura e reducao. Os ides de cobre adsorvidos ao quitosano
foram reduzidos recorrendo hidroxido de sodio a um pH especifico para produzir um
nanocomposito de CuO / quitosano aplicado em tecido de algodao pela técnica de dry cure.
Este nanocompésito inibiu bactérias Gram negativas e Gram positivas, no entanto os testes de
difusdo de agar mostraram uma maior inibicao de bactérias Gram negativas do que Gram
positivas, sendo este resultado justificado pelas diferencas nas paredes celulares bacterianas
[62].
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4.1.2 Celulose e Algodao

A celulose é o componente esquelético mais importante da madeira. Os materiais a
base de celulose sao relativamente baratos, renovaveis, abundantemente disponiveis em
varias formas e possuem grupos hidroxilo acessiveis para modificacées quimicas. A celulose é
amplamente utilizada em dispositivos biomédicos, téxteis e embalagens. No entanto, os
materiais com base de celulose nao possuem atividade antibacteriana. A preparacao de
compdsitos hibridos a base de nanoparticulas de cobre/celulose gerou um grande nimero de
materiais com atividade antibacteriana [5].

As nanoparticulas de cobre incorporadas em fibras de celulose ou de algodao ja foram
utilizadas para elaborar curativos para feridas. A atividade antibacteriana de celulose vegetal
e bacteriana, baseada em nanocompositos, também pode ser influenciada pela estrutura do
polimero, por exemplo, a celulose vegetal apresenta maiores efeitos antibacterianos do que a
celulose bacteriana. Esta ultima tem uma organizacao interna tridimensional que atua como
uma gaiola de protecdo para nanoparticulas de cobre, o que limita a liberacao de ides de
cobre em comparacao com a estrutura mais aberta de celulose vegetal [63].

Os hidroxilos da superficie das fibras de celulose podem ser activados quimicamente
com grupos carboxilicos, obtendo-se de seguida uma ligacdo controlada por quelacdo de ides
de cobre. Por fim, faz-se uma reducao quimica com borohidreto de sodio, o que gera um
revestimento  nano-estruturado. Este material mostra excelentes propriedades
antibacterianas contra patogénios bacterianos multirresistentes, como Acinetobacter
baumannii [39].

Jia et al. [64] produziram filmes de celulose com nanoparticulas de cobre
incorporadas, sendo que encontraram uma atividade antibacteriana forte e eficiente contra
S.aureus e E.coli, inibindo completamente a viabilidade das bactérias no espaco de 1 hora
[64].

Noutro estudo realizado, S. Anita et al., produziu nanoparticulas de 6xido de cobre
microencapsuladas onde foram depositadas e distribuidas numa superficie de tecido de
algodao. Os resultados mostraram que este tecido foi altamente eficaz na reducao de
bactérias S. aureus (99,99%) e E.coli (92,71%), demonstrando um uso potencial na fabricacao

de vestuario médico [65].

4.1.3 Polipropileno

O polipropileno (PP) é um polimero de poliolefina termoplastica de uso exclusivo,
com aplicacoes em embalagens e téxteis devido a sua boa capacidade de processamento e
propriedades fisicas e térmicas. Essas propriedades sao regidas pelo tipo e quantidade de
regides cristalinas e amorfas formadas a partir das cadeias do polimero [5].

Até a data, houve alguns estudos sobre a atividade antibacteriana dos

nanocompositos polipropileno/cobre. O foco principal desses estudos é a libertacao de ides
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de cobre para eliminar completamente o crescimento bacteriano em poucas horas. Quando os
nanocompositos de cobre e polipropileno foram tratados durante 3 horas por exposicao com
plasma de argon e testados contra S. aureus e P. aeruginosa, a atividade antibacteriana foi
400% maior do que a dos filmes nao tratados [66]. Este aumento foi atribuido ao aumento do
numero de nanoparticulas com superficies expostas e ao aumento da rugosidade da superficie
e da hidrofilicidade dos filmes. Portanto, a interacao entre a superficie do nanocompésito e o
patogéno promoveu efeito antibacteriano [67]. Para além disso, a atividade antibacteriana
deste nanocomposito esta associada a liberacao de ides de cobre, que é facilitada pela

incorporacao de moléculas de agua nas regides amorfas do polipropileno [5].

4.1.4 Polietileno

Jeziorska et al. [44] prepararam silica esférica contendo nanoparticulas de cobre
imobilizadas em polietileno de alta densidade. A atividade antibacteriana destes
nanocompositos contra E. coli, S. aureus, S. typhimurium, P. fluorescens e B. cepacia
demonstraram bons niveis de atividade contra estas bactérias. Verificou-se uma reducao
significativa de ATP (50-90%) para os nanocompdsitos com maior teor de cobre [68].

A atividade antibacteriana de nanoparticulas de cobre incorporadas em matrizes de
polietileno foram também avaliadas contra L. monocytogenes. Tamayo et al. [45] demonstrou

que estas nanoparticulas eram libertadas a partir da matriz polimérica [69].

4.2. Mecanismos de acdo de nanocompoésitos de polimero e

cobre.

Existem varias etapas no mecanismo de acdao dos nanocompositos de

polimero-cobre.

4.2.1. Libertacao dos ides de cobre

De um modo geral, a eficacia antibacteriana dos nanocompdésitos polimero-metal
melhora com uma alta relacdo superficie / volume, o que aumenta o numero de ides
libertados das nanoparticulas para o polimero. O mecanismo de corrosao de cobre em
solucdes aquosas e as espécies de cobre resultantes variam com o pH. Normalmente, sao
formadas duas espécies de cobre, Cu,0 e CuO, que se podem dissolver em ides de cobre [5].
As particulas de metal elementares requerem a presenca de moléculas de agua e oxigénio
para libertar um pequeno nimero de ides, por isso, a agua e o oxigénio retidos dentro do

polimero sao cruciais para a libertacao de ides.

27



Algumas propriedades dos materiais como a cristalinidade e a polaridade da matriz,
que constituem a barreira de difusdao a moléculas de agua e ides durante a sua propagacao,
podem também influenciar a taxa de libertacao [70]. Damm et al. [71], argumenta que os
ioes libertados em compositos de prata ocorrem nas margens do polimero amorfo e, portanto,
diminuem com o aumento da cristalinidade. Por outro lado, a liberacao de ides aumenta com
a polaridade do polimero [71]. Deste modo, a natureza polar do polimero facilita a difusao de
moléculas de agua.

Outro fator importante é o relaxamento das cadeias do polimero que, devido a
penetracdo de agua, limita a velocidade no processo de transporte, indicando uma cinética
de liberacdo de ordem zero se a agua atuar como plasticizante para polimeros hidrofilicos,
enquanto que a difusdo governa a libertacao de ides em polimeros hidrofobicos. As
experiéncias realizadas mostraram que o passo determinante da velocidade para a libertacao
de ides nao é o controlo exercido pelos polimeros ou moléculas que penetram a agua, mas
sim a dissolucao de ides da superficie da nanoparticula [5].

Através de uma analise de XPS (espectroscopia de fotoeletroes de raios-X) foi possivel
verificar que os ides de cobre libertados a partir de nanocompdsitos causam a dissolucao de
CuO em Cu (ll) solavel, sendo que o CuO esta presente na superficie de nanoparticulas como
um involucro que cobre o nlcleo das nanoparticulas metalicas [5]. Tendo em conta que as
paredes celulares das bactérias viaveis sao geralmente carregadas negativamente devido a
presenca de um grupo funcional, como os carboxilatos presentes nas lipoproteinas, estas sao
primeiro atraidas pelas forcas eletrostaticas exercidas pelos ides de cobre e depois
imobilizadas na superficie das nanoparticulas de 6xido de cobre [72].

Contudo, os ides de cobre também podem dissociar-se e exercer diretamente o seu
efeito antimicrobiano sobre as bactérias. Alguns ides de cobre podem entrar nas células
bacterianas e ligarem-se com moléculas de DNA envolvendo-se na reticulacdo dentro e entre

as cadeias dos acidos nucleicos, resultando em estruturas helicoidais desorganizadas [72].

4.2.2. Libertacao de nanoparticulas de cobre

Os resultados mais substanciais em relacao ao possivel mecanismo antibacteriano
associado aos nanocompdsitos de cobre e polimero sao relatados por Mallick et al. [60] onde
foi feita uma avaliacdo citométrica de fluxo da viabilidade celular bacteriana em resposta a
um efeito bactericida sendo revelado quatro estados de populacdes celulares [60]. O primeiro
estado sao células vivas, o segundo sdo células comprometidas e o terceiro e quarto estado
sdo células mortas e lisadas. Os resultados sugerem que os nanocompoésitos causam danos
irreparaveis a membrana das células bacterianas. Este autor sugeriu que a carga superficial
negativa das células bacterianas relacionada com a presenca de grupos funcionais com cargas
negativas, interage com o nanocomposito carregado positivamente, principalmente através

de interacoes eletrostaticas. Um teste de retardamento de gel indicou a possibilidade de
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ligacdo entre o DNA e o nanocomposito, sugerindo que os compositos tém acesso ao ADN da
célula bacteriana apds a perfuracao da parede celular, promovido por nanoparticulas de
cobre no nanocompésito [60].

Mallick et al. [60] sugeriu que as nanoparticulas de Cu do composito iodado aderem a
parede celular causando vazamento de proteinas intracelulares e outras espécies, o que
eventualmente causa a morte da bactéria [60].

Existem dois mecanismos de penetracdo de nanoparticulas em células bacterianas:
endocitose e difusao direta. As nanoparticulas entre 10 e 100 nm geralmente atravessam a
membrana por endocitose, que ocorre em trés estagios: Primeiro, as particulas aderem a
membrana, em seguida a membrana envolve as nanoparticulas formando um complexo de
particulas lipidicas e, finalmente, o complexo de particulas lipidicas separa-se da membrana.
No caso das nanoparticulas muito pequenas com diametros de apenas alguns nandémetros, a
endocitose ndo é um meio eficaz de penetracdo devido a energia de adesdo ser menor, que
vem principalmente da interacao ligando-receptor [73]. O aumento da energia de flexao e
alongamento resultante da deformacao da membrana nao pode ser compensado e, neste
caso, as nanoparticulas podem ser agregadas para ser endocitadas [5].

As propriedades hidrofilicas e hidrofobicas das nanoparticulas sdao um fator
importante para as interaces com as membranas, devido a interacdo das nanoparticulas -
grupo com cabeca lipidica. Quando a interacdo € forte, a nanoparticula pode entrar na
membrana, enquanto que as nanoparticulas hidrofdbicas podem entrar na membrana,

impulsionadas pela preferéncia da cauda hidrofébica do lipido [5].

4.2.3. Inibicao do biofilme

Entre os fatores que influenciam a adesdo bacteriana da superficie e, portanto, a
resposta  antimicrobiana, encontramos: composicdo quimica, carga superficial,
hidrofobicidade e rugosidade superficial. Dependendo da hidrofobicidade das bactérias e da
superficie dos materiais, as bactérias aderem de forma diferente a substratos com
propriedades superficiais modificadas [74].

A geracdao de um material onde os agentes ativos estdo presentes na superficie de
contato e nao na profundidade da matriz polimérica melhora as propriedades anti-
incrustantes do nanocomposito, desta forma as nanoparticulas de cobre movem-se para a
superficie do nanocomposito, tornando uma camada externa muito mais ativa [75].

Verificou-se ainda que a hidrofobicidade da superficie celular (CSH) desempenha um
papel importante na ligacao das células bacterianas a superficie. Alguns estudos avaliaram o
efeito das nanoparticulas de cobre na CSH de P. aeruginosa utilizando o teste de adesao
bacteriana a hidrocarbonetos (BATH). Os resultados mostraram uma reducao significativa de
CSH para ~ 99%. Da mesma forma, as nanoparticulas de cobre mostraram uma inibicao

significativa de substancias poliméricas extracelulares (EPS) que também desempenham um
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papel na formacao e na maturacao do biofilme. Desta forma, concluiu-se que as
nanoparticulas de superficie reduzem significativamente a CSH, alterando a ligacdo das
bactérias para além disso, as nanoparticulas de superficie reduzem o EPS, o que também

desempenha um papel na formacao e maturacao de um biofilme [76].

4.3. Aplicacdes de nanocompésitos de polimero-cobre

O grande numero de polimeros utilizados para a preparacao de nanocompdsitos a
base de cobre gera materiais com varias caracteristicas que podem ser usados em varias
aplicacdes. As propriedades antibacterianas dos nanocompodsitos a base de cobre sugerem
aplicacdes na fabricacao de dispositivos médicos, industria téxtil, embalagens de alimentos e
descontaminacao de aguas [72].

Por exemplo, a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de CuO impregnadas em
tecidos mostrou uma excelente resposta com bactérias Gram positivas e Gram negativas,
demonstrando ser um uso potencial para fins nosocomiais [72]. Varios nanocompositos
baseados em tecidos de algodao e nanoparticulas de cobre foram desenvolvidos para uso em
vestuario médico, curativos para feridas, roupas de cama e ligaduras ativas. Um exemplo sao
as nanoparticulas de cobre com fibras compostas de celulose de alginato-algodao que
apresentaram resisténcia mecanica e propriedades antibacterianas adequadas sendo usadas
como material de curativo [77]. Os revestimentos repelentes de agua a base de
nanoparticulas de cobre foram testados contra bactérias Gram negativas e Gram positivas. Os
revestimentos, produzidos por deposicao de vapor quimico assistido por aerossois, mostraram
atividade antibacteriana significativa contra ambos os tipos de bactérias apds tempo de
contacto de 15 a 60 min. Além disso, todos os exemplos de filmes resultam numa reducao
significativa na adesao celular bacteriana relacionada com a sua superhidrofobicidade [5].

Existem alguns produtos no mercado com base em materiais de cobre poliméricos. A
empresa CUPRON® oferece uma variedade de produtos para aplicagées médicas, industriais e
militares. No campo da medicina, produtos como tecidos e nao-tecidos ajudam a reduzir as
infeccoes nosocomiais e a melhorar a cicatrizacao / qualidade de vida para grupos de
pacientes especificos. Outros produtos, tais como lencois para servicos hospitalares, materiais
de construcao, equipamentos de aquecimento e refrigeracao (HVAC) e sistemas de filtracao,
téxteis e servicos de alimentacdo, uniformes industriais, roupas e calcados, embalagens,
roupas militares e roupas alimenticias também estao disponiveis [5].

A Harvest SPF textile company Ltd. é especializada na fabricacdo de téxteis
funcionais saudaveis, tem entre os seus produtos as calcas antibacterianas Enerup® feitas por
cobre nano e po6 de prata uniformemente disposto na fibra de nylon ou poliéster, tendo uma

taxa antibacteriana para E. coli, S. aureus e C. albicans que pode atingir os 99% [5].
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A adicao de nanoparticulas de cobre em polimeros é uma maneira de lucrar com suas
propriedades antimicrobianas e produzir novos materiais para aplicacbes em medicina,
embalagens de alimentos e purificacio de agua, entre outros. Neste contexto, as
nanoparticulas de cobre emergem como uma alternativa barata para a producdo de uma
ampla gama de nanocompésitos de polimero com alta atividade antimicrobiana. Embora haja
uma grande quantidade de investigacao relacionada com o desenvolvimento de materiais
misturados com nanoparticulas de cobre, é necessaria uma maior investigacdo no sentido de
apoiar o desenvolvimento de novos materiais poliméricos bioativos. Estas aplicacdes sao
necessarias, particularmente para a producdo de equipamentos hospitalares ou proteses que

evitem, entre outras, infeccoes adquiridas em ambiente hospitalar [5].

4.4, Risco ambiental dos nanocompésitos de cobre-polimero

Embora os nanocompdsitos a base de cobre tenham diversas aplicacdes, os ides de
cobre e nanoparticulas sdo também libertados para o meio ambiente. Por esta razao, é
importante considerar os riscos e implicacdes para a Seguranca Ambiental da Saude (EHS).
Alguns estudos relataram efeitos cronicos de longo prazo, bioacumulacao e toxicidade em
organismos nao visados expostos a nanoparticulas de cobre (exemplo: peixes, plantas, algas,
linhas celulares de mamiferos, etc.) [5].

Segundo um estudo onde se recolheu os dados de nanoecotoxicidade das
nanoparticulas de CuO e ouro (Ag) para diferentes organismos, verificou-se que os valores
medianos de LC50 de CuO NPs eram de 2 a 3 mg / L para crustaceos e algas e 10-100 mg / L
para peixes e a maioria dos organismos estudados. Os ides de cobre resultaram em toxinas
mais toxicas do que CuO para todos os organismos (LC50: 0,024 mg / L para crustaceos e
algas, 0,7 a 53 mg / L para os organismos estudados) [78].

Embora a toxicidade das nanoparticulas de cobre tenha sido relatada, pouco se sabe
da toxicidade de nanocompdsitos a base de cobre. Em consequéncia, o énfase deve ser
colocado no estudo da ecotoxicidade de nanomateriais libertados a partir de nanocompésitos,
com foco especial em rotas de absorcao, bioacumulacao, toxicidade, protocolos de teste e

uma maior variedade de organismos dependendo das aplicacdes especificas.
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Capitulo 5 - Técnica de electrospinning
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5.1. Electrospinning

Na dltima década, a técnica de eletrospinning foi reconhecida como um método facil
para a preparacao de nanofibras poliméricas na escala submicro sendo dificil de produzir
usando técnicas de fibra mecanica padrao. O processo permite a fabricacdo de fibras de
polimero continuas a partir de uma massa fundida ou solucao de polimero com diametro de
fibra de tamanho nano a micro. A capacidade de aplicar a técnica de eletrospinning em
polimeros naturais e sintéticos, misturas de polimeros, compdsitos com particulas metalicas
ou ceramicas, nanocompositos, além de obter uma maior area superficial, oferece uma ampla
gama de fabricacdo de material e de aplicacao (membranas de filtracao, nanofibras

cataliticas, sensores fibrosos) [15].

Figura 4 - Maquina de electrospinning Nanospider. Adaptado de:
http://www.tecnotex.it/en/nanotech.html

O maior interesse pelo processo de eletrospinning foi mostrado no campo da engenharia
de tecidos e na administracao de farmacos, devido as propriedades dos polimeros naturais e
biodegradaveis. Para imitar nanofibras de colagénio da matriz extracelular por biopolimeros
biodegradaveis ou biocompositos como substituto do tecido lesado, a técnica de
electrospinning foi selecionada como o método de fabricacdo mais promissor. Muitos estudos
nesse campo se concentraram na fabricacao de scaffolds biocompésitos nanofibrosos com um
tamanho de diametro de fibra uniformizados e com porosidade. Embora o eletrospinning seja
um meétodo barato e facil para a formacdo de uma estrutura fibrosa, os parametros do
processo dependem das propriedades do polimero sendo especificos para cada sistema, o que

levou a inUmeras investigacdes nas ultimas duas décadas [15].
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5.2.Noc¢des basicas de processo eletrospinning

Uma das caracteristicas mais atraentes do processo de electrospinning é uma instalacao
simples e economica de aparelhos que envolvem uma seringa (ponta de agulha) com bomba
de alimentacao, uma fonte de alimentacao de alta tensdo (campo elétrico) e um coletor de
fibra aterrada, que geralmente é placa metalica ou mandril rotativo . A eletrocralizacao é
conduzida a temperatura ambiente e pressdao atmosférica, com configuracdes verticais ou
horizontais [80].

O principio basico da eletropincdo é aplicar alta tensao na solucdao de polimero ou
massa fundida que superaria a tensdo da superficie do polimero e induzir a formacao do jato.
O campo elétrico de ponta-coletor aplicado provoca repulsdao da solucao de superficie que
deforma a queda esférica da solucao de polimero viscoelastico na ponta da agulha em forma
conica (cone de Taylor). Quando as forcas eletrostaticas da repulsdao da carga superficial
superam a tensao da superficie do polimero, o jato carregado ejeta do cone de Taylor e
deforma-se uniaxialmente através do campo elétrico para o coletor aterrado.
Simultaneamente, com o chicoteamento rapido do jato, a evaporacao do solvente deixa as
fibras secas para tras [80].

Acredita-se que o campo elétrico superior provoca o espalhamento do jato principal em
numerosas fibras secundarias com menor diametro aproximadamente igual em relacao ao jato
principal. Devido a instabilidade do jato de polimero, a deformacdo depende da forca do

campo elétrico. Portanto, é necessario ajustar parametros eletrospinning para a fabricacao
uniforme de nanofibras [80].
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Figura 5 - llustracao da técnica de electrospinning. Adaptado de:
https://www.researchgate.net/figure/Scheme-of-electrospinning-
setup-Nanospider_fig6_258400484

A capacidade de aplicar a técnica de eletrospinning em polimeros naturais e sintéticos,

misturas de polimeros, compédsitos com particulas metalicas ou ceramicas, nanocompositos,
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além de obter uma maior area superficial, oferece uma ampla gama de fabricacdao de
material e de aplicacdo (membranas de filtracdo, nanofibras cataliticas, sensores fibrosos)
[81].

5.2.1. Parametros do processo eletrospinning

O tamanho, a densidade e a morfologia das fibras electrospun dependem de varios

parametros que podem ser classificados em [81]:

(1) Parametros da solucdo (viscosidade, concentracdo, peso molecular, tensdo superficial,
condutividade, momento dipolo, forca dielétrica).

(2) Parametros de processamento (taxa de alimentacao (fluxo), forca do campo elétrico,
distancia da ponta ao coletor, forma da agulha (ponta), composicao do coletor e geometria).

(3) Parametros ambientais (temperatura, humidade, fluxo de ar).
Além dos parametros de processamento e ambiente que podem ser controlados, os

parametros da solucdo sao interdependentes e seu impacto na morfologia da fibra ndo pode

ser separado individualmente [15].
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Parte experimental

Estudo de um revestimento a base de cobre e sua

influéncia no comportamento das bactérias.
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1. Materiais e Métodos

1.1. Materiais

As nanofibras de policaprolactona (PCL), com massa molecular de 45000 (Sigma),
foram desenvolvidas com nanoparticulas de cobre de tamanho <425 pm, <75 pym e <45 pm
através da técnica de electrospinning (Nanospider). A bactéria S. aureus foi cultivada em
Nutriente Agar (NA) e Nutritive Broth (NB) a 37°C e 110 rpm, enquanto que a bactéria P.
aeruginosa foi cultivada em agar infusdo cérebro coracao (BHI) e em meio liquido BHI (Sigma)
a 30°C e 200 rpm.

1.2. Métodos

1.2.1. Producéo das nanofibras de PCL com Cu®'

Foi produzido, pela técnica de electrospinning (Figuras 1 e 2), um controlo composto
por uma estrutura de nanofibras de policaprolactona (PCL) e substratos de nanofibras de PCL
incorporados com cobre a 0.3%, 1%, 5% e 10% (m/m) PCL-Cu-NPs. As amostras com 10% (m /
m) PCL-Cu-NPs apresentaram uma coloracao avermelhada mais evidente quando comparadas

com 5% (m/m) PCL-Cu-NPs e controlos.

Na producao de nanofibras de PCL e cobre, foram testadas diferentes concentracoes
de cobre e solventes de forma a otimizar as quantidades adequadas ao objetivo pretendido.
Foi otimizada uma solucdo polimérica de PCL, a qual foi adicionada etanol e cloroférmio. A
amostra resultante desta solucdo serviu de controlo de maneira a ser possivel a comparacao

de resultados.
Nas seguintes solucdes, as nanofibras foram preparadas a partir de solucdes
poliméricas de PCL iguais a inicialmente preparada com a adicdo de uma quantidade variavel

de Cu* (Tabela 1).

No processo de electrospinning foi usada uma tensao de cerca de 82,1V e uma corrente de
0,005A.
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1.2.2. Ensaios antimicrobianos

O efeito antimicrobiano das amostras téxteis funcionalizadas foi testado com base na
Norma E2180 - 01 Método de Teste Padrao para Determinar a Actividade de Agente (s)
Antimicrobiano Incorporado (s) em Materiais Poliméricos ou Hidrofobicos. Este método é
usado para testar quantitativamente a capacidade de reducao bacteriana de um
téxtil/polimero.
Neste ensaio, foram preparadas culturas puras de Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa em meios de cultura sélido de Nutrient Agar e meios sélidos de agar de cérebro-
coracao (BHI), respetivamente. As culturas foram incubadas durante 24h a uma temperatura
de 37°C, no caso da S. aureus, e 30°C, no caso da P. aeruginosa. Apos o crescimento das
bactérias em meio de cultura solido, estas foram transferidas para um meio de cultura liquido
sendo posteriormente postas a incubar com uma agitacao de 110rpm (S. aureus) e 200 rpm (P.
aeruginosa) no agitador orbital. Seguidamente, acertou se a concentracado bacteriana
resultante de cada meio de cultura liquido a 0,5 na escala Mc Farland, o que corresponde a

107 células/ml.

Tabela 1 - Constituicao das amostras controlo, 5% e 10% usadas na técnica de electrospinning

Constituicao

Controlo PCL
Amostra 1 PCL + 300mg/L Cu®*
Amostra 2 PCL + 1000mg/L Cu?**

Amostra 3 (5%) PCL + 5000mg/L Cu?*
Amostra 4 (10%) PCL+10 000mg/L Cu®**

No passo seguinte dos ensaios antimicrobianos foram preparadas duas lamas contendo
0,85g de cloreto de sodio; 0,3g de agar; 100ml de agua destilada. Numa das lamas foi
colocado 1 ml de inoculo contendo S. aureus e na outra 1 ml de inéculo contendo P.
aeruginosa. Esta lama foi colocada em contacto com as amostras obtidas por electrospinning,
em placas de petri. Estas amostras em contacto com a lama, foram transferidas para tubos de
falcon, apos 0 horas e 24 horas de contacto, contendo 20 ml de NaCl com surfactante sendo
posteriormente agitados durante 20 segundos no vortex, permitindo assim que as bactérias
resistentes se destacassem da amostra. Em seguida, foram realizadas diluicdes 10" e 102. No

final, para cada estirpe, inocularam-se placas de petri contendo meio de cultura sélido
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especifico ja referido para cada bactéria. As placas foram incubadas a 37°C por 24h, e o

numero de colonias foi contado visualmente.

1.2.3. Porosidade

A porosidade total das fibras obtidas em electrospinning foi medida usando um
método de deslocamento de liquido, como descrito por Chitrattha et al. (2016). O etanol foi
usado como liquido de deslocamento porque penetra facilmente nos poros das matrizes e nao
induz o encolhimento ou o inchaco das membranas. Neste procedimento, uma proveta
contendo 10mL de etanol foi pesada (W1) bem como a amostra (Ws). Posteriormente, a
amostra foi imersa no etanol e colocada num sonicador com agua (Ultrasons-H, P-Selecta)
durante 40 minutos a 30°C para auxiliar a penetracao de etanol nos poros. O volume contido
na proveta sonicada contendo a amostra impregnada com etanol foi reajustado para 10mL,
tendo sido a proveta pesada novamente (W2). A amostra foi retirada da proveta e em seguida
foi pesada a proveta sem a amostra (W3). Este processo foi feito separadamente para cada

amostra sendo a porosidade (g) das amostras determinada usando a seguinte equacao (1):

£ (%) = (W2 — W3 —Ws)/(W1—W3)x100% (1)

1.2.4. Perfil de libertacao do cobre

O ensaio para obter o perfil de libertagdo do cobre foi realizado através da medicdo e
comparac¢do de uma solucdo de PBS (Tampdo fosfato salino/meio bioldgico limpo) antes e
apos a imersdao das amostras, apds fazer uma recta de calibragdo com concentragdes
conhecidas de cobre. Para cada condi¢dao, as amostras foram incubadas a 372C, com uma

agitacdo de 110 rpm, tendo sido a absorvancia lida a 570 nm.

1.2.5. Angulo de contacto (8)

Através da técnica do angulo de contato foi possivel averiguar a molhabilidade das
superficies das amostras e até que ponto a funcionalizagdo com as nanoparticulas de cobre
influenciou o carater hibrofébico do PCL.

O equipamento utilizado (OCAH-200 da Dataphysics) estad equipado com um sistema
de video de alta velocidade com camara de video CCD (res. 752x484), tendo sido a captacao

dos diversos angulos de contato aos 10 segundos.
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1.2.6. Energia de Superficie

A tensao superficial das amostras foi determinada utilizando o método do angulo de
contato da gota séssil a temperatura ambiente. Neste método foi utilizado um componente
nao polar (diiodometano) e dois solventes polares (agua e etilenoglicol). Os componentes de

tensao superficial sao conhecidos na literatura, tendo sido aseguinte equacao utilizada:

(1+cosB) y1TOT=2 (v ySLW yILW + V ys+y1- + ys-y1+)
(2)

onde 6 é o angulo de contato e yTOT = yLW + yAB. O parametro yLW corresponde ao
componente Lifshitz-van der Waals da energia livre da superficie, e y + e y- os parametros do
aceitador de elétroes e doador de elétroes, respectivamente, do componente acido-base de
Lewis v AB, sendo yAB=2/ y + y-.

As interacdes entre bactérias (2) e amostra (1) foram preditas em termos de energia de

interacao total AGAdesaoror, que pode ser entendida como:

AGAdesdoror = (v v 2LW - v v 1ILW)2 - (v v 2LW - vy WLW) - (¥ v 1LW - v v WLW)? + 2 [/
YW+ (V y2-+ ¥y 1= -y W)+ yWe (V y 24+ oy 14 -y W) =y 2=y 14 -y 2+
v 1-]

(3)

Se AGAdesaorgr <0, a adesdo bacteriana sera favoravel. Por outro lado, a adesdao nao sera

favoravel se AGAdesaoror> 0.
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2. Resultados

2.1. Producéo das nanofibras de PCL e Cu®'

No processo de electrospinning foram produzidas nanofibras de PCL (Figura 6) e PCL
com particulas de cobre incorporado (PCL-Cu-NPs). Neste ensaio experimental, foram
testadas, em separado, varias composicoes de cobre com diferentes tamanhos (<425 pm, <75
pm, <45 pm). Contudo, apo6s o processo verificou-se que havia deposicdo das particulas de
cobre de maior tamanho (<425 pm, <75 pm) no cilindro do electrospininng. Desta forma,
foram abandonadas estas condicées (particulas de maior tamanho), sendo apenas utilizadas as

de <45 pm nos ensaios seguintes.

Figura 6 - Controlo PCL

Outra optimizacao feita neste processo foi a concentracao de cobre. Inicialmente

utilizou-se uma concentracdo de 300mg/L e 1000mg/L de Cu** (Figura 7).

Figura 7 - Amostras de electrospinning a) PCL+300 mg/L Cu2+ b) PCL+1000 mg/L Cu*
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Apesar das particulas nao se depositarem no cilindro, a sua quantidade nao era
suficiente para o efeito antimicrobiano pretendido. Desta forma aumentamos a concentracao
de cobre para 5000mg/L e 10 000mg/L (Figura 8).

a) ai)

b) bi) —

“
~

Figura 8 - Amostras de electrospinning a) 5% ; b) 10%

Através da figura 8, é possivel visualizar a diferenca na cor entre as amostras, sendo

mais perceptivel a coloracdo de cobre na amostra de PCL+10 000 mg/L Cu®" (10%).

2.2. Ensaios antimicrobianos

Para uma avaliacdo quantitativa da eficacia antibacteriana de 5% e 10% de PCL-Cu-
NPs, os ensaios bacterianos foram realizados em diferentes diluicbes e comparados com os
resultados dos controlos (Figura 9). Inicialmente procedeu-se a contagem das colonias
bacterianas em cada uma das diferentes diluices e no fim dos periodos de contacto de 0
horas e 24 horas foi calculada a reducao bacteriana das mesmas.

A reducao bacteriana para a Gram negativa Pseudomona aeruginosa as 0 horas foi de
44,16% e 74,21% em amostras de 5% e 10% de PCL-Cu-NPs, respectivamente. As 24h, foram
obtidas reducdes de 53,85% e 94,23% para 5% e 10% PLC-Cu-Nps, respectivamente. No caso da
Gram positiva Staphylococcus aureus, para as 0 horas foi obtida uma reducao de 70,55% e
94,87% em 5% e 10% PLC-Cu-Nps, respectivamente. As 24h obteve-se uma reducao de 67% e
92,50% em 5% e 10% PLC-Cu-Nps, respectivamente.
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Figura 9 - Reducao bacteriana das amostras de a) 5% e b) 10%

2.3. Porosidade

Seguindo a equacdo 1 dos métodos, obteve-se uma porosidade de 84,02% para as
nanofibras controlo de PCL. No caso dos substratos com 5% e 10% de cobre, houve um

aumento acentuado de 99,90% e 93,58%, respectivamente. Figura 10.

99,90%

93,58%

- Controlo #5% & 10%

Figura 10 - Percentagem de porosidade no controlo e amostras de 5% e 10%
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2.4. Perfil de libertacao do cobre

Os resultados dos perfis de libertacao do cobre em 5 e 10% de amostras de PCL-Cu-NPs

sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Perfil de libertacao do cobre

Tempo (h) 5% PCL-Cu-NPs (%)  10% PCL-Cu-NPs (%)
0 0,95 0,95
2 1,80 11,30
4 11,78 31,25
6 56,48 65,53
24 82,70 96,38
48 93,60 96,64

Verificou-se que a libertacao do cobre foi dptima para a amostra 10% de PCL-Cu-NPs as
24 horas, ou seja, 96.38%, em comparacao com 82.70% de 5% PCL-Cu-NPs. Para o tempo de
contacto de 0 horas, tanto 5% de PCL-Cu-NPs como 10% de PCL-Cu-NPs apresentaram valores

semelhantes de libertacao - 0.95%.

2.5. Angulo de Contacto

A molhabilidade dos substratos foi avaliada medindo o angulo de contato entre a
superficie e a agua aos 10 segundos. A incorporacao de nanoparticulas de Cu a 5% influenciou
o carater hidrofébico do PCL, que tornou a superficie hidrofilica com um angulo de contato de
28,63 ° + 2,1. No caso de 10% de PCL-Cu-NPs 10% Cu, obteve-se uma superficie intermediaria

com maior angulo de contato de 64,06 + 13,82 °.
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2.6. Energia de superficie

Os resultados da energia livre de adesao em 5 e 10% de amostras de PCL-Cu-NPs para

bactérias S. aureus e P. aeruginosa sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Energia de superficie das amostras controlo, 5% e 10% em S. aureus e P. aeruginosa

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
AGpdesso' AGpdesso'
Controlo 19,994 23,769
5% PCL-Cu-NPs 29,194 42,022
10% PCL-Cu-NPs 17,266 -0,876

Através da resolucdo da equacao 3, verifica-se que ha maior tendéncia para adesao
entre P. aeruginosa e 10% PCL-Cu-NPs (-0.876) e S. aureus e 10% PCL-Cu-NPs (17.266), pois
apresenta um valor negativo e o valor mais proximo de zero respectivamente. Verifica-se que
existe menor tendéncia de adesdao entre P. aeruginosa e 5% PCL-Cu-NPs (42,002) pois

apresenta um valor positivo bastante distante de zero.

2.7. Microscopia electréonica de varrimento (SEM)

A Figura 11 mostra imagens representativas de nanofibras do controlo, 5% e 10% de
PCL-Cu-NPs. O controlo apresenta nanofibras homogéneas e lisas. Na amostra de 5% de PCL-
Cu-NPs observam-se algumas nanofibras agregadas, com presenca pouco visivel de
nanoparticulas de cobre. Na amostra de 10%, é possivel observar nitidamente as

nanoparticulas de cobre parcialmente incorporadas nas nanofibras.

Figura 11 - Imagem de nanofibras observadas através de SEM a) Controlo; b) 5% e c) 10%
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Segundo [82], as nanoparticulas com diametro superior ao da seccao transversal das

nanofibras nao se incorporam totalmente no interior das mesmas, ficando alguma da sua

superficie exposta. Por outro lado, as nanoparticulas com tamanho inferior ao da seccao
transversal das nanofibras, tendem a ficar encapsuladas no seu interior.
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3. Discussao

Das diferentes bactérias adquiridas em ambiente hospitalar, S. aureus e P. aeroginosa
destacam-se como altamente perigosas para os pacientes, sendo as principais responsaveis
pela transmissao de infeccoes. O surgimento da resisténcia bacteriana aos antibioticos é
desde ha uns anos um problema crescente, responsavel por mais de 700.000 mortes em todo o
mundo [82] agravando ainda mais o problema da contraccao de infecdes hospitalares.

Neste trabalho, foi desenvolvida uma estratégia de incorporacao “na massa” de

nanoparticulas de cobre com varios didmetros em nanofibras de policaprolactona (PCL)
produzidas pelo processo de electrospinning.
Os ensaios antimicrobianos mostraram uma evidente reducao microbiana para ambas as
bactérias. Observou-se maior efeito antibacteriano quando se utilizou a concentracdo mais
alta de cobre (10%), ou seja, reducdes bacterianas de 94,23% e 92,50% para Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente as Oh e 24h. Ao analisarmos os valores
dos ensaios antimicrobianos verificamos que na concentracdo de 5% ha maior reducao
bacteriana nas 24h (70,55% e 67%) comparado as Oh (44,16% e 54%) evidenciando o efeito
antimicrobiano ao longo do tempo. No entanto, em 10% a percentagem de reducao bacteriana
isso nao acontece uma vez que ao comparar as 24h (94,23% e 92,50%) com as Oh (74,21% e
94,87%) verificamos que o efeito antimicrobiano em S.aureus é o contrario. As nanofibras de
PCL n&do so serviram suporte para as nanoparticulas de cobre, mas também melhoraram o
desempenho antibacteriano dos nanocompositos, de tal forma que houve uma libertacao
sustentada e controlada de cobre ao longo do tempo, estendendo a atividade antibacteriana
por quase 48 horas (93,60 para 5% e 96,64 para 10%). Verificou-se que a libertacao do cobre
foi optima para a amostra 10% de PCL-Cu-NPs as 24 horas, ou seja, 96.38%, em comparacao
com 82.70% de 5% PCL-Cu-NPs. Para o tempo de contacto de 0 horas, tanto 5% de PCL-Cu-NPs
como 10% de PCL-Cu-NPs apresentaram valores semelhantes de libertacdo - 0.95%. O
mecanismo pelo qual a morte microbiana ocorre em superficies de cobre é chamado de morte
por contato. Existem diferencas entre a exposicdo de bactérias a concentracoes sub-optimas
de ides de cobre e a exposicao através do contato com superficies metalicas de cobre.
Verifica-se que durante o crescimento, em meios contendo ides de cobre, ha exposicao
cronica que nao promove a eliminacao de bactérias. Por outro lado, quando ha exposicao
bacteriana a ides de cobre altamente concentrados, as bactérias sao efetivamente eliminadas
[83] Para além disso, a porosidade alcancada na amostra de 10%, PCL-Cu-NPs - 93,58% -
quando comparada a de controlo - 84,02% - permite que ~-10% de area de superficie seja
maior que ade 5 % PCL-Cu-NPs, o que exibe uma maior exposicao de ides de cobre que estao
disponiveis para ligar e eliminar as bactérias.

As nanofibras produzidas pelo processo de electrospinning, proporcionaram uma

maior area de contato para a exposicao de agentes antimicrobianos. Através de imagens de
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SEM (Figura 10) pode-se observar que as amostras obtidas consistem em nanofibras bem
definidas, cujo diametro ndo foi afetado pelo aumento da percentagem de cobre.
Particularmente na de 10% (m / m) foram observadas nanoparticulas de cobre PCL-Cu-NPs,
cujo diametro foi maior que o diametro médio das nanofibras, tornando-se parcialmente
incorporadas na estrutura nanofibrosa, o que é vantajoso para o contato de cobre-bactéria.

A energia livre de superficie, que esta relacionada com molhabilidade da mesma, é
uma medida Gtil que tem influéncia e permite prever a interacdo biologica superficie-
superficie [84]. Esta descrito que superficies antibacterianas hidrofilicas apresentam melhor
comportamento antibacteriano [85], uma vez que sao fundamentais para a adsorcao de
proteinas e, consequentemente, para a adesdao bacteriana. Pelo contrario, superficies com
baixa molhabilidade retardam as interacdes primarias com o biosistema aquoso. No presente
trabalho, a estratégia utilizada aumentou a hidrofilicidade das nanofibras de PCL, de 109,9 +
5,0 para 28,63 + 2,1 no caso de 5% PCL-Cu-NPs e para 64,06 + 13,82 ° para 10% PCL-Cu-NPs.

A energia livre de superficie forneceu uma previsdo teoérica de maior ligacao bacteriana as
nanofibras quando a superficie apresenta nanoparticulas de cobre expostas, maior afinidade
nas amostras de 10% de de PCL-Cu-NPs e em bactérias gram-negativas do que com bactérias
gram-positivas. Alguns autores sugeriram que o cobre apresenta maior efeito antibacteriano
em bactérias gram-negativas do que em bactérias gram-positivas, como consequéncia das
interacdes entre a membrana externa gram-negativa e a interface de nanoparticulas
metalicas [86]. Essas interacdes promovem a formacdo de poros irregulares, devido a
interacao direta das nanoparticulas libertadas ou dos ides metalicos com a membrana
externa, ou seja, grupos sulfidrilo, amino e hidroxilo, alterando assim a sua permeabilidade e
causando a libertacdao de conteldo celular, o que resulta na morte bacteriana [84] Estes
valores contribuiram para a compreensao e interpretacdao dos fendémenos interfaciais
influenciados pelos componentes de Lifshitz-van der Waals da energia livre de superficie,
incluindo adesao e forcas de superficie, e pode explicar o facto da quantidade de adesdo de
S. aureus e P. aeruginosa ao filme de NP-Cu-PC ser maior, mas levar a uma maior mortalidade

devido aos efeitos bactericidas do cobre.
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Conclusao e perspetivas futuras

As superficies de cobre sdao uma ferramenta adicional promissora a par de outras
medidas higiénicas para reduzir o nimero e a gravidade das infeccoes adquiridas em
ambiente hospitalar. Sao, portanto, essenciais estudos adicionais para determinar a maneira
mais econémica de oferecer protecao maxima nos hospitais.

Nesta dissertacdo torna-se notdério que o cobre tem a capacidade de eliminar
bactérias quando usado como superficie antimicrobiana. Quando entra em contato com os
microorganismos, leva a distorcao repentina da parede celular e destruicdo da membrana
celular, pois os ides de cobre tém uma forte reducdao e podem extrair os eletroes das
bactérias, fazendo com que o seu citoplasma se comprometa e o seu nlcleo oxide, o que mais
tarde causa a morte desses organismos. Para além disso, pode inibir a funcao das enzimas
respiratorias proximas nas membranas celulares, ligando-se aos seus grupos tiol.

Neste projeto verificou-se que as nanoparticulas de cobre incorporadas “na massa” do
polimero de policaprolactona antes de ser electrofiada, eram maiores que o diametro médio
das nanofibras, contudo, tornaram-se parcialmente incorporados na propria nanofibra. Apos a
sua aplicacdo, o cobre disseminou-se ao longo da superficie. A maior concentracdo de cobre
10% (m / m) PCL-Cu-NPs exerceu um efeito antimicrobiano rapido e melhor sobre S. aureus e
P. aeruginosa do que uma concentracdo sub-otima de 5% (m / m) PCL-Cu-NPs. Para além
disso, a sua libertacdo controlada atingiu um pico 6timo no periodo de 24 horas de atividade
bactericida.

As diferentes ligas de cobre devem ser testadas nao so pela sua eficacia, mas também
pelo seu apelo estético. As propriedades antimicrobianas das superficies de cobre devem ser
integradas com outros métodos de desinfeccao. Medidas adicionais, como a adicdo de agentes
eliminantes de esporos a solucdes de limpeza, também merecem uma investigacdo mais
aprofundada.

Em suma, as superficies a base de cobre sao ferramentas promissoras, na medida em
que podem revestir moveis e dispositivos em uso para uma unidade de saude, conferindo-lhes
as funcbes antimicrobianas desejadas, juntamente com outras medidas higiénicas para

reduzir o nimero e a gravidade das infeccoes hospitalares.
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