Universidade de Aveiro Departamento de Engenharia de Materiais e
2015 Ceramica

Mario Filipe Guerra Propriedades antibacterianas de compdsitos de
Caetano PU/npZnO






Universidade de Aveiro Departamento de Engenharia de Materiais e
2015 Ceramica

Mario Filipe Guerra Propriedades antibacterianas de compdésitos de
Caetano PU/npZnO

Dissertacdo apresentada a Universidade de Aveiro para cumprimento
dos requisitos necessarios a obtencao do grau de Mestre em Materiais e
Dispositivos Biomédicos, realizada sob a orientagéo cientifica da Doutora
Maria Helena Figueira Vaz Fernandes, Professora associada do
Departamento de Engenharia de Materiais e Ceramica (DEMaC) da
Universidade de Aveiro e da Doutora Maria Elizabete Jorge Vieira da
Costa, Professora auxiliar, do Departamento de Engenharia de Materiais
e Ceramica (DEMaC) da Universidade de Aveiro.






O juri

Presidente

Professor Doutor José Maria da Fonte Ferreira
Professor Associado com Agregacéo da Universidade de Aveiro

Professor Doutor José Martinho Marques de Oliveira
Professor Coordenador sem Agregacgéo da Universidade de Aveiro

Professora Doutora Maria Helena Figueira Vaz Fernandes
Professora Associada da Universidade de Aveiro






Agradecimentos

Durante a realizacdo deste longo trabalho tive o apoio de varias
pessoas as quais ndo podia deixar de agradecer.

Em primeiro, gostaria de expressar um agradecimento especial as
minhas orientadoras, a Professora Doutora Maria Helena Figueira Vaz
Fernandes e a Professora Doutora Maria Elizabete Jorge Vieira da
Costa, pelo fulcral papel que desempenharam ao longo de toda a
dissertacdo, sempre com o maximo empenho e disponibilidade para
esclarecer as minhas dividas e oferecer sugestdes de melhorias e
correches a fazer.

Em segundo, um especial agradecimento a Professora Doutora Claudia
Oliveira, Professora auxiliar convidada do Departamento de Biologia da
Universidade de Aveiro, por todo o apoio, toda a contribuicdo, e todo o
tempo despendido para este trabalho que sem a sua ajuda nao teria
sido possivel ser realizado.

Também um especial agradecimento aos colegas Diogo Almeida e
Joana Baltazar por toda a ajuda fornecida, especialmente no inicio do
trabalho pratico, mas também pela constante disponibilidade para
esclarecimento de eventuais davidas.

Aos Técnicos do Departamento de Engenharia de Materiais e Ceramica
da Universidade de Aveiro, um especial agradecimento por todo o apoio
e disponibilidade que mostraram ao longo da realizacdo desta
dissertacgéo.

Aos meus colegas de turma e grandes amigos, um enorme obrigado
por todo o apoio prestado, por todos os momentos de descompresséao e
todos os bons momentos passados, pois sem eles este caminho seria
muito mais dificil de percorrer.

Por fim, um eterno obrigado aos meus pais e irmao por todo o apoio
gque me prestaram desde o inicio pois sem eles ndo seria quem sou,
nem estaria onde estou.






Palavras-chave

Resumo

Oxido de zinco, nanoparticulas, compositos, poliuretano, ROS,
propriedades antibacterianas.

O oxido de zinco, sob a forma de nanoparticulas (npZnO), é um tema
de elevado interesse na actualidade. E no entanto sabido que as suas
propriedades e efeitos biolégicos sdo muito dependentes do método de
sintese. Nesse contexto, caracteristicas como 0 comportamento
antibacteriano e a citotoxicidade encontram-se ainda pouco estudadas.
Tal como outros materiais nanoestruturados, o 6xido de zinco, quando
na forma de nanoparticulas, pode ser potencialmente perigoso para o
organismo humano caso as suas propriedades ndo sejam bem
controladas. A fixacdo destas nanoparticulas numa matriz de
poliuretano, formando compdsitos de PU/npZnO, é uma possivel via de
controlar essas propriedades.

Trabalhos preliminares anteriormente realizados no Departamento de
Engenharia de Materiais e Ceramica da Universidade de Aveiro
estabeleceram as condicdes necessarias para a sintese de npZnO, e
para a preparacdo de compositos de PU/npZnO, com caracteristicas
promissoras para utilizacdo como agentes antibacterianos.

O presente estudo teve como objectivo avaliar as propriedades
antibacterianas de particulas de éxido de zinco nanoestruturadas, e de
compoésitos de PU/npZnO. Mais concretamente, pretende-se
compreender qual o impacto das nanoparticulas de 6xido de zinco,
sintetizadas com diferentes caracteristicas fisicas e quimicas, bem
como 0s compa@sitos, Nos organismos vivos, designadamente bactérias.
Foram sintetizadas nanoparticulas de 6xido de zinco, por precipitacao
guimica a temperatura ambiente, em condi¢cbes de sobressaturacéo
diferentes. Obtiveram-se nanoestruturas porosas e de elevada area
superficial, mas com caracteristicas fortemente condicionadas pelas
condi¢des de sintese. Além disso, as npZnO sintetizadas evidenciaram
também caracteristicas de superficie diferentes, refletidas pelas suas
curvas de potencial zeta, que sdo distintas. Efectuaram-se estudos
antibacterianos, com a estirpe de bactérias E.Coli ATCC 25922.
Observou-se que, embora tendam a favorecer a proliferagdo
bacteriana, se usadas em baixa concentragdo, as npZnO apresentam
comportamento antibacteriano que se acentua quando se aumenta a
concentracdo das npZnO. Deve referir-se que as npZnO, com menor
valor de area superficial especifica e potencial zeta mais acentuado
foram as que apresentaram uma reducdo quase total da viabilidade
bacteriana para a maxima concentracdo testada. Os compdsitos
PU/npZnO, preparados com as mesmas npZnO acima referidas,
evidenciaram o0 mesmo comportamento. Estes resultados indiciam que



o estado de superficie das npZnO tem um contributo efetivo para o
comportamento antibacterianos das mesmas.

Em concluséo, as npZnO sintetizadas no presente trabalho possuem
propriedades antibacterianas, sendo possivel a sua fixagcdo numa
matriz de poliuretano formando um compdsito PU/npZnO, também ele
com propriedades antibacterianas, com potencial interesse para
tratamento localizado.
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Zinc oxide in the form of nanoparticles (npZnO) is currently a topic of
high interest. However it is known that its properties and biological
effects are highly dependent on the method of sunthesis. In that,
context, characteristics such as the antibacterial performance and
cytotoxicity are however still very little explored. Like other
nanostructured materials, zinc oxide, when presented in the form of
nanoparticles, can be potentially dangerous to the human body if their
properties are not well controlled. Fixing these nanoparticles in a matrix
of polyurethane (PU), forming a composite PU/npZnO is a possible way
to control these properties.

Preliminary work previously carried out in the Department of Materials
Engineering and Ceramics of the University of Aveiro have established
the necessary conditions for the synthesis of npZnO, and for the
composite PU/npzZnO, with promising characteristics for use as
antibacterial agents.

The present study aims to assess the antibacterial properties of
nanostructured zinc oxide particles, and of the composite PU/npZnO.
Specifically, the objective is to understand to what extent zinc oxide
nanoparticles, synthetized with different physical and chemical
characteristics, and their composites PU/npZnO, impact living
organisms, paricularly bacteria.

Zinc oxide nanoparticles were synthetized by a chemical precipitation
method at room temperature, using diferent supersturation conditions.
ZnO porous nanostructures with a high surface area were obtained, but
mophological characteristics strongly influenced by the conditions of
synthesis. In addition, the synthesized npZnO also showed different
surface characteristics as reflected by their zeta potential curves which
are different. Antibacterial studies were carried out with the bacterial
strain E. Coli ATCC 25922. Although npZnO tendo to favor the bacterial
growth when used in a low concentration, npZnO exhibit an
antibacterial behavior that increases with the increasing concentration
of npZnO. It should also be noted that npZnO with lower specific
surface area and lower zeta potential showed the almost total reduction
of bacterial viability for the highest concentration tested. The
composites PU/npZnO prepared with the same npZnO mentioned
above, also showed the same behavior.

As conclusion, the npZnO synthesized in this work exhibit antibacterial
properties. Furthermore it is possible to fix the npZnO in a polyurethane
matrix, obtaining a composite with antibacterial properties which might
offer a pontential interest for localized treatment.
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Capitulo 1 — Introducéo e Objectivos

1. Introducéo

O 6xido de zinco (ZnO) é um 6xido semicondutor, com propriedades piezoeléctricas
[1], usado em inumeras aplicacdes, designadamente como sensor de gas [2], como
catalisador [3], em aplicagbes fotocataliticas [4], como protetor contra radiacdao UV [5],
entre outras. Segundo a Food and Drug Administration (FDA), o ZnO é um composto
considerado GRAS, isto é “Generally Recognised As Safe” [6]. No entanto, quando
sujeito a determinados estimulos (radiagcbes com comprimentos de onda especificos), as
particulas de ZnO podem sofrer, na superficie, rea¢cdes quimicas originadoras de radicais
livres, como por exemplo espécies reativas de oxigénio, também conhecidas por ROS (da
terminologia inglesa Reactive Oxygen Species), que podem induzir stress oxidativo a
nivel celular e, consequentemente, serem citotoxicas [7]-[10]. O ZnO tem sido, também,
usado como aditivo em produtos de cosmética, nomeadamente os protetores solares
[11].

No entanto, os efeitos biol6gicos do ZnO, especialmente na forma nanoestruturada,
ainda ndo estdo convenientemente estudados. Na literatura existe ainda alguma
controvérsia quanto ao efeito das nanoparticulas de O6xido de zinco (npZnO) no
organismo humano e no ambiente [12], [13]. Tal como outros materiais nanoestruturados,
0 6xido de zinco possui um efeito potencialmente perigoso para a saide humana, devido
a sua capacidade de gerar ROS. Esta mesma capacidade torna o0 ZnO um material
atrativo para uma potencial utilizacdo como agente antibacteriano e como auxiliar no
tratamento de doencas oncoldgicas [9], [14], [15]. Além disso, esse potencial risco
apresentado pelo ZnO torna a fixacdo e estabilizacdo das nanoparticulas huma matriz
polimérica uma possivel e atrativa via de controlar os efeitos maliciosos do 6xido de
zinco. Este papel pode ser desempenhado pelo poliuretano (PU), uma vez que este
polimero jA tem sido usado em compdsitos com particulas de O6xido de zinco em
estratégias osteocondutivas e reconstrugdo de canais nervosos [16], [17].

O termo poliuretano abarca um conjunto de polimeros de grande relevancia no
contexto da industria biomédica, ndo sé devido as suas propriedades fisicas e quimicas,
mas também devido a sua biocompatibilidade e a possibilidade de ser um polimero
biodegradavel [18], [19]. Estas caracteristicas, aliadas com faceis métodos de
processamento, permitem o0 uso regular na industria biomédica, como por exemplo em
dispositivos ventriculares, diafragmas, valvulas cardiacas, enxertos vasculares bioativos,

cateteres, entre outros [18]-[22]. Além disso alguns poliuretanos, como por exemplo o PU
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Tecoflex SG80A, sdo aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) e apresentam-
se como uma potencial solugdo para controlar quer as propriedades das npZnO, como
por exemplo a producdo de ROS, quer o nivel de exposicdo das préprias nanoparticulas,
possibilitando, assim, 0 uso deste tipo de particulas na industria biomédica.

A associacdo de nanoparticulas de éxido de zinco (npZnO) com poliuretano (PU)
sob a forma de compésitos (PU/npZnO) ja foi abordada em trabalhos anteriormente
desenvolvidos na Universidade de Aveiro, nos quais se estabeleceram as condicbes e
procedimentos apropriados para a sintese de nanoparticulas de 6xido de zinco (npZnO) e
para a preparacdo de compdsitos Pu/npZnO com caracteristicas promissoras para
aplicacdes biomédicas [23]-[26]. No entanto as propriedades dos acima referidos
compdsitos, designadamente no que se refere ao comportamento antibacteriano dos
mesmos, ainda ndo foram completamente exploradas, pelo que o seu estudo é um tema

gue se apresenta com particular interesse [17], [27].

1.1. Objectivos

A presente dissertacdo tem como objectivo geral o estudo do comportamento
antibacteriano dos compésitos de PU/npZnO. Neste contexto pretende-se
especificamente:

i. Sintetizar nanoparticulas de Oxido de zinco (npZnO) com diferentes

caracteristicas morfolégicas por precipitacdo quimica a temperatura ambiente.

ii.  Produzir compdsitos PU/npZnO usando as np/ZnO anteriormente precipitadas.

iii. Avaliar o desempenho antibacteriano das nanoparticulas e compdsitos,

procurando compreender o impacto da morfologia das npZnO na sua resposta
bacteriana. Para este objectivo seleccionar-se-4 a estirpe de bactérias Gram-
negativas Escherichia Coli (E.Coli) ATCC 25922, uma vez que € uma estirpe
de bactérias de caracteristicas e comportamento bem conhecidos permitindo,
assim, melhor analise das reaccdes, por parte das bactérias, a presenca das

npZnO e dos compdsitos PU/NpZnO [28].
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1.2. Estrutura datese

Esta dissertacéo sera dividida em cinco capitulos:

e Capitulo I, intitulado “Introducdo”, onde-se apresentara a motivagao que esteve na
origem da realizacéo desta dissertacdo, bem como os objetivos e a estrutura da
mesma.

e Capitulo I, intitulado “Revisdo da Literatura”, onde se efectuard a revisdo de

assuntos cujo conhecimento e compreensdo € considerado fulcral para o

enquadramento da andlise e discussao dos resultados obtidos neste trabalho.

Esses assuntos compreendem uma breve abordagem a cada um dos materiais

utilizados neste trabalho, nomeadamente o 6xido de zinco, o poliuretano e os

compositos PU/NpZnO e também as propriedades antibacterianas, dando maior
enfoco ao comportamento antibacteriano do 6xido de zinco e dos compdsitos

PU/npZnO, e aos mecanismos que lhe estdo subjacentes, nomeadamente a

producdo de ROS.

Capitulo Ill, intitulado “Procedimento Experimental”, que visa relatar e explicar,

detalhadamente, todo o procedimento experimental envolvido na sintese das

npZnO por precipitacdo, bem como na preparacdo dos compositos PU/npZnO.

Serdo também apresentadas neste capitulo todas as técnicas usadas para

caracterizar os materiais em estudo neste trabalho (npZnO comerciais e

precipitadas, PU, e compésitos PU/npZn0O), bem como uma breve referéncia aos

seus fundamentos. Neste capitulo descrever-se-a4 ainda, de forma detalhada, o

procedimento associado aos testes antibacterianos.

Capitulo 1V, intitulado “Resultados e Discussao”, que visa apresentar e discutir

todos os resultados obtidos durante o estudo, nomeadamente os resultados das

caracterizagfes dos materiais utilizados e, com especial enfoque, os resultados
do estudo das propriedades antibacterianas, que é o ponto de interesse maximo
desta dissertacgéo.

Capitulo V, intitulado “Conclusao e Trabalhos Futuros”, onde se apresentardo as

principais conclusées do estudo conduzido nesta tese e se deixardo algumas

indicacdes e/ou directrizes para possiveis trabalhos futuros, dentro do mesmo

tema.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Poliuretano

Os poliuretanos (PU’s) formam uma grande familia de materiais poliméricos com
uma enorme diversidade de composi¢cdes quimicas e propriedades, que podem ser
utilizados na industria biomédica devido a sua biocompatibilidade e facil processamento
[22], [29]-[31]. Estes polimeros sé@o caracterizados pela presencga, na sua cadeia, de
uma, ou mais ligacbes uretano. A ligacdo uretano é formada a partir da reacado entre os
dois componentes basicos do poliuretano, um poliol e um isocianato. A descoberta desta
ligagéo remonta ao ano de 1849, quando Wurtz e Hoffman estudaram a reacdo entre um
isocianato e um composto com grupos funcionais alcool.

O trabalho pioneiro no campo dos poliuretanos foi reportado pelo Dr. Otto Bayer,
em 1937 [22], [32], que descreveu a poliadicdo de isocianatos e poliois (figura 1). O grupo
dos poliuretanos inclui entdo todos os polimeros que contenham a ligacéo uretano, ureia
ou grupos derivados de isocianato, mesmo que constituam a menor parte da estrutura

total.

H O
[l
R—NCO + R—-OH ——— RTN—C—O+R

Figura 1 - Reacdo entre um isocianato e um grupo hidroxilo, formando aligag&o uretano.

Esta familia de polimeros pode apresentar uma grande variedade de propriedades,
gue resultam das muitas variacdes moleculares que se podem obter através do uso da
ligacdo uretano, e da variedade de combinagfes que se podem fazer com diferentes
isocianatos e diferentes poliois [22], [32].

Seguidamente serdo focadas as reac¢des quimicas basicas, e os componentes que

originam o poliuretano.



2.1.1. Quimica dos poliuretanos

O poliuretano é formado fundamentalmente a partir de dois compostos precursores,
o poliol e o diisocianato. Por vezes é também usado um terceiro composto (um diol ou
uma amina) como extensor de cadeia.

A reacdo principal na sintese do poliuretano é a formacao da ligagédo uretano, que
resulta da reagao entre o isocianato e o grupo hidroxilo (figura 2).

Uzc:N@CH2©N:CZG + HO—CH,—CH,—OH

4.4 — diisocianato-di-fenilmetano etilenoglicol

0

0
I |
S —[—C—1‘|~T@CH;—@—IF—C—D——CH;—CH;—D—];
H

H

Figura 2 — llustragdo da reacao de sintese de um poliuretano, com realce daligagéo uretano.

Uma outra reacao que pode ter lugar, embora nem sempre presente, € a reacao de
extensdo de cadeia que ocorre entre o extensor de cadeia e o isocianato [22].

Para além das duas reacdes previamente referidas, pode também mencionar-se a
reacdo do isocianato com a agua. Esta reacdo € uma importante reacdo secundaria e
deve ser evitada ou minimizada, a menos que se pretenda uma espuma de poliuretano

ou um poliuretano com elevado contetado em ureia (figura 3) [22].

=
|

_N.-O-H
o)

—N=C=0 + H,0

Figura 3 - llustracéo da reacdo do isocianato com a agua.
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As propriedades do poliuretano estdo largamente dependentes da natureza fisica e

guimica destes precursores [22]. Estes serdo sucintamente abordados nas seccdes que
se seguem.

2.1.2. Poliol

Os poliois convencionais sao, por norma, um poliéter (estrutura de repeticdo é do
tipo -R-O-R’- ), ou um poliéster (estrutura de repeticdo € do tipo -R-COO-R’-), cuja cadeia
termina em grupos hidroxilo [22].

A temperatura ambiente, os poliois podem ser liquidos ou sélidos, dependendo do
seu peso molecular. Devido a sua estrutura alifatica e baixa interaccao intermolecular, as
moléculas de poliol sao flexiveis e, consequentemente, a por¢cdo do poliuretano
correspondente ao poliol é referenciada como a porc¢éao flexivel do poliuretano [22].

Na figura 4 ilustra-se a estrutura quimica de diferentes tipos de poliois.

HO—-CH;CH,CH,CH-0——H
Poli (oxi-tetramelieno) glicol (PTMEG)

HO—{—CH;?H—O—}”—H

CH,

Polipropilencglicel (PPG)

Ho—[—cHECHE—O—Q—CHE—CHECHQCHE-_,CQ)—O%CHQCH@OH
0

Adipato de polietileno

HO~[~CH3~CHy GHs-CH; CH; CHLO GO CH;CH; 0-G -0~ CH; CH; CH;CH5 CH;CHy—OH
o o

Poli(1,6-hexil 1,2-etil carbonato) diol (PHECD)

Figura 4 - Macroglicois utilizados na sintese de poliuretano.
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2.1.3. Isocianato

O isocianato mais importante usado na sintese do poliuretano é o diisocianato, que
contém dois grupos isocianato por molécula. Estes dois grupos funcionais tém a fungéo
de unir, através de uma reagdo quimica, duas outras moléculas (dois poliois, ou um poliol
e um extensor de cadeia) para formar uma cadeia linear. Quando a funcionalidade do
isocianato é superior a dois, pode estabelecer-se uma ligacédo entre moléculas, levando a
formacao de uma rede reticulada [22].

O diisocianato pode ser aromatico, como por exemplo o diisocianato 4,4’-
difenilmetano (MDI), ou alifatico, como por exemplo o diisocianato 4,4’-difenilmetano
hidrogeneizado (HMDI). Outro isocianato importante é o diisocianato toluenometil (TDI),
que também é de natureza aromatica. A estrutura quimica destes diisocianatos é

representada na figura 5 [22].

DGN—@CH@‘NGG

MO

OC! —CH
i : ¢ ‘i ; NCO 2 4-TDI 2 6-TDH

HMDI

‘NCO

Figura 5 - Diisocianatos utilizados na sintese de poliuretanos.

Devido a estrutura em forma de anel dos diisocianatos e as interac¢Oes
intermoleculares fortes, tais como ligacdes de hidrogénio, as por¢gdes da cadeia do
poliuretano que contém o isocianato sdo mais rigidas do que as que contém o poliol e

séo, por isso, referenciadas como a porgao rigida da cadeia de poliuretano[22].
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2.1.4. Extensor de Cadeia

A reacdo direta entre o poliol e o diisocianato produz um composto muito flexivel e
com fraca resisténcia mecénica. Esta propriedade pode ser substancialmente melhorada
através da adicdo de um extensor de cadeia [22]. Neste caso o0 poliuretano pode ser

representado, de uma forma geral, pela seguinte formula:
P—(D(CD)p = Py (1)

onde, P representa o poliol, D representa o diisocianato e C representa o extensor
de cadeia. O extensor de cadeia € normalmente uma molécula com grupos hidroxilo ou
amina [22].

A funcédo do extensor de cadeia é produzir no polimero uma sequéncia alternada de
diisocianatos e extensores de cadeia. Estas sequéncias, ou segmentos rigidos, atuam
como locais de reticulagcdo para aumentar a resisténcia mecanica [22].

Se for usado um diol como extensor de cadeia obtém-se um poliuretano, e se for

usada uma diamina obtém-se um poliuretano-ureia [22].

H
I
N=C=0 + —O-H =——== N O (@)
1l
O
HoH
—N=C=0 + —NH, —= KNH(I:’N‘«M (b)
o)

Figura 6 - llustracdo da reacao de extenséo de cadeia entre o extensor de cadeia, diol(a) ou amina (b),
e o isocianato.

Os extensores de cadeia mais frequentemente usados estao ilustrados na figura 7.
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H2 H2 |_|2
i .-"C‘-\ .fOH ,-'C ,JNH
HO” ~Cc” ~C HN™~CT 2
H, H, H,
1,4-Butane diol (BD) Ethylene diamine (ED)

Figura 7 - Extensores de cadeia frequentemente usados na sintese de poliuretanos.

2.1.5. Aplicacdes do Poliuretano

Desde que foi sintetizado pela primeira vez em 1937, o poliuretano tem sido usado
nas mais diversas aplicacbes, designadamente no fabrico de elastdmeros, espumas,
tintas e adesivos [22], [32].

Para além de todas estas aplicacdes, os poliuretanos possuem, também, um papel
importante como biomateriais, gracas a sua biocompatibilidade e as suas propriedades
mecanicas, especialmente a flexibilidade a baixa temperatura, a resisténcia a abraséo, a
rigidez controlavel e a resisténcia a fadiga, e ainda gracas ao seu facil processamento
[22], [27]. Estas mesmas propriedades permitiram a aplicacdo dos poliuretanos na
industria biomédica, a partir da década de 60. Actualmente estes materiais sao
empregues na producdo de valvulas cardiacas, sacos para armazenamento de sangue,
membranas de didlise, préteses, adesivos 0sseos, fios de sutura e sistemas de libertacao
controlada de farmacos [22], [30], [31], [33].

A resposta bioldgica e a bioestabilidade destes materiais € condicionada pelas
propriedades de superficie, que por sua vez séo influenciadas pelos processos de sintese
e reacdes quimicas neles envolvidos, uma vez que destas dependem a composicdo e
distribuicdo das cadeias deste material [22].

Devido as propriedades atras referidas, o poliuretano é considerado uma
substancia GRAS (da terminologia inglesa “Generally Recognised As Safe”), e aceite pela
Food and Drug Administration (FDA) [34].

No entanto, varios autores apresentam-se reticentes quanto a seguranga dos
dispositivos biomédicos a base de poliuretano. Esta preocupacéo surge devido a possivel

degradacéo do polimero.
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2.1.6. Importancia da Degradacao do Poliuretano

O tema de degradacdo de polimero é de grande importdncia em engenharia
biomédica. Existem muitas situa¢cdes em que polimeros inertes sao utilizados no fabrico
de préteses e implantados no corpo com o propdésito de ai permanecerem durante um
periodo de tempo consideravel. Acontece que, em ambiente fisiol6gico, os polimeros
sofrem degradacdo, podendo, desta forma, comprometer a biocompatibilidade e
funcionalidade do implante. Neste contexto, a compreensdo do mecanismo de
degradacédo do polimero torna-se fulcral na estratégia de modificacdo da sua estrutura,

com via a torna-lo o mais compativel possivel com o meio onde sera implantado.

2.1.7. Mecanismos de Degradacéao

A degradacdo dos polimeros in vivo é extremamente complexa, especialmente
devido ao envolvimento de agentes de degradacédo, como por exemplo as enzimas. Os
dispositivos biomédicos fabricados a base de poliuretano podem estar sujeitos a
diferentes mecanismos de degradacdo, como por exemplo o0 caso de enzimas
hidroliticas, que séo capazes de alterar a estrutura do polimero, limitando o tempo de
vida do proprio dispositivo [34].

Os principais mecanismos de degradacdo a assinalar sdo a hidrolise e a oxidacao
[35].

Hidroélise

Nos PU’s existem dois mecanismos de hidrélise possiveis. O mais provavel envolve
a quebra da ligacao éster produzindo duas cadeias mais pequenas. A outra possibilidade
€ a quebra da ligacdo uretano. Este ultimo caso é favorecido se um poli(éster-uretano)
contiver ligacdes carboxilicas estereamente impedidas. Os materiais com menor peso
molecular sofrem cisdo de cadeia mais rapida levando a uma formacgdo mais rapida de
fragmentos solUveis. A susceptibilidade & hidrélise resulta, principalmente, da presenca
de ligagdes éster na cadeia. A agua reage com esta ligagdo, dividindo-a em duas partes

menores. Uma delas termina num grupo hidroxilo, ao passo que a outra termina num

15



grupo carboxilo. O caracter acido desta ultima acelera a hidrélise dos restantes
segmentos do PU.

Nos poli(éter-uretano), que sao geralmente mais estaveis, a cisdo ocorre ao nivel
da ligacdo uretano, produzindo duas cadeias menores, uma terminada num grupo
hidroxilo e outra num grupo amina. Este tipo de degradacdo € caracteristica de uma
degradacéo a longo prazo [36].

Oxidacéo

A degradacdo in vivo por oxidacdo resulta do ataque oxidativo dos segmentos
poliéter do poliuretano. Este mecanismo de degradacéo pode ser acelerado pela acao de
enzimas e peroxidos, bem como pela actividade catalitica de ides metalicos ou formacao
de grupos carboxilicos. Pode ainda ser promovida pela calcificacdo, que é a deposicao
de sais de célcio (normalmente hidroxiapatite) no implante onde o PU é utilizado. Outro
factor que afeta a razdo de calcificacdo é a capacidade de o material absorver agua. Os
poli (éter-uretanos), sendo hidrofilicos, sdo mais suscetiveis a calcificacdo que os poli
(éster-uretanos), que sdo hidrofébicos. O aumento de segmentos rigidos nos poliuretanos

reduz a capacidade de mineralizacéo [36].

2.2. Oxido de Zinco

O 6xido de zinco (ZnO) é um 6xido metalico semicondutor e piezoelétrico que se
apresenta sob a forma de um pé branco, praticamente insolivel em agua. Pode ser
encontrado na natureza, mais concretamente na crosta terrestre, sob a forma de um
mineral denominado Zincite [11], [37]-[39].

O oOxido de zinco pode apresentar-se com uma das seguintes estruturas cristalinas:
a Wurtzite, a Blenda e a Halite (figura 8) [11], [37]-[39].

A Wourtzite corresponde a forma cristalina termodinamicamente mais estavel, sob
condi¢bes de pressdo e temperatura normais. Apresenta uma célula unitaria hexagonal,
com os parametros de rede a=3.25A e c¢=5.12A, pertencente ao grupo espacial de
simetria P6smc e classe cristalografica 6mm [1], [40]. A Blenda, com estrutura cubica,
ocorre devido a uma estabilizagdo por crescimento em substratos, como por exemplo
substratos de sulfeto de zinco (ZnS). Apresenta uma célula unitaria cubica de faces

centradas, com os parametros de rede a=4.62A, pertencente ao grupo espacial de
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simetria F4 3m [40]. A Halite ocorre somente na presenca de altas pressoes
(aproximadamente 10GPa). Esta forma cristalina apresenta uma célula unitaria cubica,
pertencente ao grupo espacial de simetria Fm3m, cujos parametros de rede séo a=4.27A,
[40].

Figura 8 - Estrutura cristalina hexagonal da Wurtzite (a) e estrutura cristalina cubica da Blenda (b) [41].

Sado as suas propriedades fisicas (tabela 1) e quimicas, como por exemplo, a
estabilidade térmica (elevado ponto de fuséo), a baixa constante dielétrica, a atividade
catalitica, as propriedades antibacterianas e antifingicas, que permitem a utilizacdo do
oxido de zinco em varias aplicacdes, tais como aplicacbes eléctricas (sensor de gas,
semicondutor, varistor) [40], aplicacGes fotocataliticas (degradacao de poluentes) [39],
[42], [43], dispositivo piezoelétrico (dispositivos acustoelétricos) [44], [45] e tecidos com

caracteristicas antibacterianas [46].

Tabela 1 - Propriedades do Oxido de Zinco [1].

Propriedades Valor

Densidade 5.6 g/cm
Energia de Banda Proibida 3.37 eV
Energia de Ligagéo 60 meV
Ponto de Fuséo 1975 °C
indice de Refracio 2.0041
Constante Dielétrica 8.656

O 6xido de zinco pode apresentar-se na forma de particulas nanométricas, também

conhecidas como nanopatrticulas, o que pode ocasionar a melhoria de algumas das suas

propriedades fisicas e quimicas.




Segundo alguns autores, a designacdo de nanoparticulas aplica-se a particulas
com tamanhos compreendidos entre 1 e 100 nanémetros (nm) [47]. As nanoparticulas
podem ser classificadas em naturais, quando provenientes de minerais, pés vulcanicos
ou lunares, ou em antropogénicas, quando resultam da combustdo de combustiveis
fésseis ou ainda se sintetizadas e desenhadas para propositos especificos. Este tipo de
particulas podem ser também morfologicamente classificadas como nanoparticulas,

nanofolhas ou nanotubos (figura 9) [48].

1D Nanosheets

22100 2D Nanotubes

<100 _

3D Nanoparticles

JQO Q& radV

Figura 9 - Forma de alguns nanomateriais. Adaptado de [48].

Nanoparticulas sao particulas que apresentam as trés dimensfes abaixo dos 100
nanometros. Nanotubos sdo particulas que apresentam elevada razdo entre o
comprimento e o didmetro, estando duas das suas dimens@es situadas abaixo dos 100
nanometros. As nanofolhas sédo particulas que possuem uma dimensdo abaixo dos 100
nanoémetros [48].

O limite de 100 nandmetros imposto para classificar uma particula como
nanomeétrica tem suscitado alguma controvérsia. A justificacdo deste limite baseia-se no
facto de que abaixo desse limiar as particulas apresentam, normalmente, propriedades
fisicas e quimicas diferentes das do material volumico [12], [49].

Com a diminuicdo do tamanho de particula hd& um aumento da area superficial
especifica, o que proporciona maiores areas de contacto, maior nimero de atomos
superficiais por unidade de massa e, consequentemente, maior reatividade. Este
aumento da reatividade ocorre devido ao facto de os atomos presentes a superficie ndo
terem todas as liga¢des quimicas compensadas [47].

Pode-se referir ainda que este tipo de particulas tem merecido um crescente

interesse na area da saude, principalmente no que se refere aos sistemas de libertagdo
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controlada de farmacos. Este interesse baseia-se no facto de que as suas boas
propriedades adsortivas e a elevada area superficial especifica permitem a fixacdo de
elevada quantidade de compostos biologicamente relevantes e drogas e o0 seu transporte
para locais especificos, melhorando, assim, a eficacia destes sistemas [10], [12].

A escolha do método de sintese é crucial no fabrico de materiais a escala
nanomeétrica, visto que cada tipo de materiais exige um método de sintese especifico
para se atingirem as caracteristicas desejadas, sendo assim necessario compreender 0s
mecanismos de nucleagédo e crescimento destes materiais [37].

No caso do 6xido de zinco, podem produzir-se nanoparticulas por varios métodos
tais como o sol-gel [50], a deposicao por evaporacdo térmica de microondas [51], a
deposicdo quimica em fase de vapor [52], a oxidacao térmica [53], a sintese hidrotermal
[54], a precipitacdo quimica [55], a sublimacéo e a pulverizacao [38], [56].

De entre os métodos referidos, a precipitacdo quimica € o método que apresenta
maiores vantagens, uma vez que apresenta um custo econdémico reduzido, ja que a
precipitagdo pode ocorrer a baixas temperaturas ou mesmo a temperatura ambiente e
nao exige reagentes dispendiosos nem equipamentos sofisticados e caros [24], [25], [55].

Através dos métodos acima referidos podem ser sintetizadas uma grande variedade
de morfologias de particula, como por exemplo nanobastonetes [57], nanoaneis [58],
nanopregos [59], nanoagulhas [60], nanocasulos [61], pontos quanticos [40], nanocubos
[62], nanoesferas [63], nanotubos [64], nanofios [39], nanofitas e nanofolhas [25], entre

outros. Algumas destas morfologias podem ser observadas na figura 10.
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Figura 10 - Exemplos de diferentes morfologias de nanoestruturas de éxido de zinco. A) Nanoaneis
([58]), B) Nanopregos ([59]), C) Nanocasulos ([61]), D) Nanoagulhas ([60]), E) Nanofitas ([25])e F) Pontos
Quanticos ([40]).

Na forma de nanoparticulas, o0 ZnO tem inUmeras aplicacdes, algumas das quais ja
foram mencionadas. Entre elas podemos salientar a sua aplicacdo em tintas, corantes,
cosmeéticos, plasticos, borracha, produtos eletrénicos, produtos farmacéuticos, agentes
esterilizantes, aditivos e sistemas de libertacéo de farmacos [39].

Na area biomédica e de cosméticos, as nanoparticulas de ZnO tém sido usadas no
auxilio ao tratamento de tumores, em protetores solares gracas a propriedade de o ZnO
bloquear a radiacdo UV, e como agentes antimicrobianos, uma vez que o ZnO potencia a
producédo de espécies reativas de oxigenio, também conhecidas por ROS (que provém da

terminologia inglesa Reactive Oxygen Species).

2.2.1. Propriedades antibacterianas do 6xido de zinco

O 6xido de zinco, quando se apresenta na forma de p6s nanométricos, é um agente
antibacteriano inorganico [65]. As particulas deste 6xido séo sintetizadas com tamanhos
nanometricos, uma vez que a agdo antibacteriana depende da area superficial especifica,
bem como da concentragdo das particulas. Quanto menor o tamanho de particula, mais
forte sera o seu efeito antibacteriano [66].

O o6xido de zinco apresenta comportamento antibacteriano, quer relativamente a

bactérias Gram positivas, quer a bactérias Gram negativas. Este comportamento resulta
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da ligacdo das particulas deste material com as membranas celulares das bactérias,
lesando-a, e é a producdo de espécies reativas de oxigénio que tem um papel de suma
importancia na desorganizacdo desta membrana [67].

O termo espécies reativas de oxigénio (ROS) é usado para descrever um namero
de moléculas e radicais livres derivados do oxigénio molecular. As ROS podem resultar
por exemplo de processos biolégicos que ocorrem na mitocdndria, de enzimas
oxidoredutases ou da oxidacdo catalisada por metais, e tém potencial para causar um
vasto nimero de eventos prejudiciais a célula.

No caso do Oxido de zinco, estas espécies sdo o anidao hidréxido (OH’), o anido
superéxido (O%) e o peroxido de hidrogénio (H,O,) [68] que podem formar-se por
fotocatalise, na superficie de uma particula (figura 11). Sob acdo de radiacdo UV ou
visivel, cuja energia seja superior a 3.3 eV, h4 movimentacéo de eletrdes da banda de
valéncia do ZnO para a sua banda de conducédo. Formam-se assim “buracos” (h*) na
banda de valéncia e eletrbes livres (e7) na banda de conducéo (a) [69]-[71]. Os buracos
h* reagem com a agua presente no meio produzindo H" e ‘'OH (b), os eletrdes e reagem
com o oxigénio, também presente no meio, originando o anido superoxido ‘O, (c), que
por sua vez reage com H' para originar o radical hidroperoxil HO, (d). Seguidamente,
este radical reage com outro eletr&o livre produzindo o anido perdxido de hidrogénio HO,
(e), que ird reagir com o ido H' levando a formacdo da molécula de perdxido de
hidrogénio H,O (f) [68], [72].

ZnO+UV —> e +h' (@)

h*+H,0 —> H"+ OH (b)

e “?0\ e+0, —> 0O, ©
\\‘ 0, + H' —> HO, (d)

‘HO, + e —> HO, (e)

QOU HO, + H' —> H,0, ®

Figura 11 - llustragdo do mecanismo de producéo de ROS pelo 6xido de zinco [73], [74].

A toxicidade das espécies reativas de oxigénio é atribuida a sua elevada
reatividade e capacidade de oxidagdo, que se traduz na destruicAo de componentes
celulares como lipidos, DNA e proteinas [75]. Varios autores consideram as ROS como a

maior causa da toxicidade dos nanomateriais e varios estudos apontam a geracao
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fotocatalitica dos ROS como sendo o maior contribuinte para a actividade antibacteriana
dos 6xidos metalicos, como € o caso do 6xido de zinco [76]-[79].

E reportado na literatura que a a¢do das ROS, pode levar a perda de integridade da
membrana celular, que resulta em disfuncionalidades na barreira de permeabilidade, o
gue terd como consequéncia a morte da célula [80]. A acdo das espécies reativas de
oxigénio inicia-se com a libertacdo de ROS da superficie das particulas, que reagem com
a membrana celular, originando a rutura desta através de peroxidacao lipidica, deixando
exposto o contetdo celular. As ROS podem entdo penetrar na célula e reagir com 0s
acidos nucleicos e as proteinas (por exemplo, desativagao enzimética) [10] (figura 12). A
peroxidacao lipidica € um dos indicadores da formacao de radicais livres mais usados, ou
seja um indicador chave da ocorréncia de stress oxidativo. Acidos gordos insaturados,
tais como os presentes nha membrana celular, sdo um alvo comum dos radicais livres. As
reacdes ocorrem, tipicamente, como reacfes em cadeia, onde um radical livre captura
um hidrogénio de um acido gordo insaturado para formar uma molécula de agua. Isto
deixa um electrdo desemparelhado no acido gordo que é entdo capaz de capturar
oxigénio, formando um radical peréxido (figura 13). Os peroxidos lipidicos séo instaveis e
decompBem-se para formar séries complexas de compostos, que incluem compostos

carbonilos reativos [73].

Nanopaﬂiculés
de ZnO

Células Saudaveis

Rutura da
Membrana

Hidrofobico Proteinas

Transportadoras

Hidrofilico P

%
c . i—v
Morte Celular

/

Proteinas
Transportadoras

Hidrofébico

Células Mortas

Figura 12 — llustrac&o do mecanismo de citotoxicidade do ZnO [9].
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Figura 13 - llustracéo da peroxidacao lipidica [73].

E com base nesta reacéo de peroxidacao lipidica que os ROS atacam a membrana

celular, causando a sua destruicao (figura 14).

Figura 14 — Micrografia de microscopia eletronica de transmisséo de Escherichia Coli, ap6s

tratamento com nanoparticulas de ZnO (pontos negros), evidenciando uma rutura da membrana
celular e exposicdo e libertacdo do conteudo intracelular [67].

As espécies reativas de oxigénio podem ser quantificadas através da quantidade de

glutationa na sua forma oxidada (GSSH). A glutationa € um composto, ndo enzimatico
antioxidante hidrossolavel, e é reconhecido como o ti6l ndo proteico mais importante nos
sistemas vivos. Trata-se de um tripéptido linear, constituido por trés aminoécidos: acido
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glutdmico, cisteina e glicina. Existe na maioria das células em concentragfes
compreendidas entre 0 1 e 8 mM e pode encontrar-se na forma reduzida (GSH) ou
oxidada (GSSH). A importancia deste par é tal que a razdo GSH/GSSH é normalmente
utilizada para estimar o estado oxidativo dos sistemas bioldgicos. Os niveis de GSH e
GSSH podem ser determinados pelos métodos cromatografia liquida de alta performance
[81], eletroforese capilar [82] ou bioquimicamente [83]. A glutationa, a nivel celular, tem
um papel crucial na metabolizacdo da dgua oxigenada (H,O;) e de outros peroxidos de
hidrogénio, como cofactor da glutationa-peroxidase. As peroxidases sdo um grupo de
enzimas oxidoredutases que oxidam substratos organicos, como a glutationa, segundo a

seguinte reagao (8):

2.2.2. Citotoxicidade do 6xido de zinco

Além das propriedades antibacterianas, o 6xido de zinco exibe propriedades
interessantes como a citotoxicidade selectiva, relativamente a células tumorais. Com
base nesta citotoxicidade, o 6xido de zinco tem vindo a ser considerado com interesse
para potencial tratamento para doengas como as neoplasias e as patologias auto-imunes
[56], [84]. A citotoxicidade apresentada pelo ZnO depende, fortemente, da dose usada,
sendo aparente a existéncia de um limiar entre os 10ug/ml e os 20ug/ml, a partir do qual
os efeitos citotoxicos do 6xido de zinco sao notoriamente evidentes [84].

Kee Woiei Ng et al. [84] estudaram a funcao do supressor tumoral p53 envolvendo
nanoparticulas de ZnO, bem como a influéncia destas particulas na destruicdo do DNA.
O supressor tumoral p53 € uma proteina citoplasmatica que estd envolvida em dois
processos: a apoptose, que é a morte celular programada de células danificadas ou cuja
funcdo estd defeituosa, e é responsavel pela codificacdo de uma proteina nuclear
fosforilada com propriedades de ligagdo ao DNA. Qualquer alteracdo ou mutacdo na
proteina p53 podera levar a alteragdes na apoptose e consequente replicagdo de células
cujo DNA se encontra anormalmente alterado. Nos estudos destes autores, verificou-se
gue as nanoparticulas de ZnO podem induzir danos no DNA de células cancerosas,
levando a uma ativacdo da proteina p53. A ativagdo desta proteina, originada pela
detecdo de danos no DNA da célula, vai desencadear o mecanismo de apoptose

resultando na morte da célula danificada (figura 15). Desta forma, e uma vez que a agéo
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das nanoparticulas de 6xido de zinco acaba por desencadear o mecanismo de apoptose,
€ possivel o uso deste tipo de particulas como tratamento localizado para lesdes

tumorais.

“ Nanoparticulas
de ZnO

U O U T . L : TIVETEE Membrana Celular

Mitocondria

— Dissolugao
: Zn* | do ZnO

Lisossoma

Membrana Nuclear
Nucleo Q s H Apoptose
P)

Figura 15 - llustragdo do mecanismo proposto da resposta do supressor tumoral p53 & acdo das
nanoparticulas de ZnO. Adaptado de [84].

@ Dano do DNA

Cory Hanley et al. [85] reportaram um estudo comparativo do efeito de
nanoparticulas de ZnO em culturas celulares de células cancerosas e de células
saudaveis. Observaram que a viabilidade das células tumorais, quando expostas as
nanoparticulas de oxido de zinco, foi significativamente menor do que a das células
saudaveis. Em ambas as culturas celulares, a citotoxicidade produzida pelas
nanoparticulas de ZnO mostrou-se dependente da concentracdo de ZnO, observando-se
um aumento da citotoxicidade com o aumento da concentragcdo de nanoparticulas,
embora com uma evidente seletividade de efeitos citotoxicos na cultura celular de células
cancerosas. Outros testes realizados por estes autores evidenciam ainda que € induzida
apoptose devido a danificacdo do DNA celular por acdo das espécies reativas de
oxigénio, produzidas pelas nanoparticulas de éxido de zinco. Resultados semelhantes
sdo apresentados por Premanathan et al. [6] nos quais é evidente que as nanoparticulas
de oOxido de zinco surtem um forte efeito citotéxico em células tumorais associadas a

leucemia.
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2.3. Compositos de PU e Nanoparticulas de ZnO

Os compésitos (polimero/particula inorganica) sdo constituidos por duas fases,
sendo uma delas continua, e denominada de matriz, e a outra, envolvida pela matriz,
denominada de fase dispersa. As propriedades dos compdsitos sdo fortemente
influenciadas pelas propriedades, distribuicdo e interacdo dos seus constituintes [86].

A combinacdo dos polimeros organicos e nanomateriais inorganicos abre
horizontes para a engenharia de compositos flexiveis, que apresentam propriedades
mecanicas, térmicas, o6ticas e elétricas atrativas, quando comparados com 0s comp0sitos
convencionais [54]. Este tipo de compdésitos ndo sé combina as propriedades do polimero
organico com as do material inorganico, mas permite também a melhoria das
propriedades de ambos os constituintes, como por exemplo 0 aumento da resisténcia a
tracdo e das capacidades de amortecimento no caso poliuretano [87].

Os compositos, cuja fase dispersa é constituida por nanoparticulas, podem ser
preparados, basicamente, por quatro métodos diferentes:

e Método de Solucdo ou Evaporacdo de Solvente: Este método consiste na
dissolucdo do polimero seguida da dispersdo das nanoparticulas na solucdo
polimérica, seguido da evaporacdo do solvente [48].

e Mistura de fusdo: O polimero é fundido e misturado com as nanoparticulas [48].

e Polimerizacdo in-situ: As nanoparticulas sdo dispersas numa solucdo de pré-
polimero e a polimerizacéo é promovida de seguida [48].

e Sintese por moldes: As nanoparticulas sdo precipitadas diretamente dentro dos
poros da matriz polimérica, a partir de uma solucéo precursora. Neste método o
tamanho da particula esta fortemente dependente da distribuicdo e do tamanho

dos poros da matriz [48].

Dos métodos acima referidos, o método de evaporacdo de solvente € o método
mais vantajoso, uma vez que, além de ser um método simples, este apresenta um custo
reduzido, j& que ocorre a temperatura ambiente e ndo exige reagentes dispendiosos nem
equipamentos sofisticados e caros [48].

O poliuretano tem sido bastante utilizado devido as suas propriedades, tal como ja
foi referido anteriormente. No entanto, este apresenta uma baixa estabilidade térmica
(baixo ponto de fusdo) e baixa resisténcia mecénica [22]. Grande parte destes “pontos

fracos” do polimero podem ser melhorados através da modificacao quimica da estrutura
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molecular do préprio polimero e/ou pela introdugcdo de materiais organicos e inorganicos
na matriz polimérica [27].

Na literatura € reportado que a introducdo de nanoparticulas de 6xido de zinco,
numa quantidade de 2%, em peso, huma matriz polimérica de poliuretano melhorou
significativamente o Médulo de Young e a resisténcia a tragdo do material [27].

Além disso, a literatura também refere que € possivel controlar a bioatividade, bem
como a citotoxicidade, dos compoésitos de poliuretano e 6xido de zinco, recorrendo a
manipulacdo das nanoparticulas, bem como da sua percentagem em peso [24].

Os poucos estudos existentes na literatura, sobre compésitos de poliuretano e
nanoparticulas de o6xido de zinco, evidenciam comportamentos potencialmente
interessantes para a area de medicina regenerativa.

Alguns dos resultados presentes na literatura demonstram que alterando a
percentagem, em peso, das nanoparticulas (2% e 50%), também a potencialidade de
aplicagcdo na industria biomédica, desse compoésito, se alterava. Segundo esses
resultados, os compdsitos com 50%, em peso, de nanoparticulas de 6xido de zinco,
apresentaram um maior potencial bioativo em meio acelular (SBF), mas apresentaram,
também, uma citotoxicidade elevada em espécies celulares MC3T3. Ja os compdsitos
com 2%, em peso, de nanoparticulas de Oxido de zinco, conferiram uma viabilidade
celular mais elevada, mas em contrapartida possuiam uma capacidade bioativa inferior.

Assim sendo, com base nestes resultados podemos afirmar que as aplicacfes
indicadas para cada um destes compdésitos sédo diferentes. O compdsito com uma
percentagem, em peso, de nanoparticulas de 2% seria mais adequado a aplicacdes
ortopédicas, uma vez gue este possui uma elevada viabilidade celular. Ja o compdsito
com uma percentagem, em peso, de nanoparticulas de 50% seria mais adequado para
aplicacdes com o tratamento de neoplasias, onde tem maior interesse o impedimento da
proliferacéo celular, uma vez que apresentam uma citotoxicidade elevada [24].

Nos ultimos anos, outro ramo onde os materiais nanoestruturados se aplicam é na
engenharia de tecidos, mais especificamente no tecido neuronal.

Reporta-se na literatura que, em estudos in vitro, a utilizagdo de compdsitos de
poliuretano e nanoparticulas de 6xido de zinco melhora a atividade das células do
Sistema Nervoso Central (SNC) [17]. O autor deste estudo utilizou nanoparticulas de
Oxido de zinco por este apresentar propriedades piezoelétricas, que permitem potenciar a
regeneracgdo do tecido neuronal, uma vez que estas propriedades promovem a absorgao
da proteina fibronectina que produz um aumento da actividade das células neuronais.

Verificam ainda que o uso de compdsitos de poliuretano e nanoparticulas de ZnO
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proporciona uma diminuicdo da adesao e proliferagcdo dos astrocitos, que sdao um dos
principais impedimentos da regeneracgéo celular do SNC.

Os astrécitos desempenham fungdes essenciais no SNC, uma vez que participam
na nutricdo e sustentacdo dos neurdnios, regulam 0s neurotransmissores e a
concentracdo de varias substancias que interferem nas fungcées normais dos neuronios.
No entanto a proliferacdo excessiva dos astrécitos € um dos fatores que prejudica a
regeneragéo do SNC [17].

Por fim puderam ainda concluir que com o aumento da carga de nanoparticulas de

oxido de zinco, no composito, havia uma reducgéo da proliferacéo celular [17].
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Capitulo 3 — Procedimento experimental

3. Procedimento Experimental

No presente capitulo serdo descritos todos os procedimentos e técnicas utilizadas
na realizacdo da parte experimental deste estudo. As primeiras sec¢fes contemplam os
materiais e reagentes utilizados, bem como a descricdo dos procedimentos utilizados
para sintese das nanoparticulas de 6xido de zinco e para preparacao dos compésitos de
oxido de zinco e poliuretano.

Foram sintetizados dois tipos diferentes de nanoparticulas de 6xido de zinco com o
intuito de obter diferentes areas superficiais especificas entre elas.

Seguidamente € descrito 0 protocolo experimental para a realizagdo dos testes de
actividade antibacteriana.

Por ultimo, segue uma descricdo sumaria de todas as técnicas de caracterizacao

utilizadas ao longo deste trabalho.

3.1. Materiais e reagentes utilizados

Na tabela 2, encontram-se listados os materiais e reagentes que foram necessarios

para a producéo das nanoparticulas e dos compaésitos, a fornecedora e grau de pureza:

Tabela 2 - Materiais e reagentes utilizados na sintese das nanoparticulas e na producédo de
compdsitos (incluindo a sua férmula quimica, a empresa fornecedora e o grau de pureza).

Reagente Formula Quimica Fornecedor Pureza

1,2 - Dicloroetano C,H.Cl, Fluka 299.5%
Acido Citrico Monohidratado CeHgO7.H,0 i'lg:];] 99.5-102%
Cloreto de Zinco ZnCl, Merk 298%
Cloroférmio CHCl; Carlo Hebra 299%
Etanol Absoluto C,HsOH Carlo Hebra 299.9%
L o Sigma- o
Hidroxido de Sédio NaOH Aldrich 298%
Nanoparticulas de Oxido de Zn0 Aldrich
Zinco Comerciais
Poliuretano Tecoflex SG80A PU Fluka
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Capitulo 3 — Procedimento experimental

3.2. Sintese das Nanoparticulas de Oxido de Zinco

As particulas nanoestruturadas de 6xido de zinco foram sintetizadas com base num
método de precipitacdo quimica a temperatura ambiente, tal como é descrito na literatura
[88] e devidamente optimizado em estudos anteriores realizados no Departamento de
Engenharia de Materiais e Ceramica da Universidade de Aveiro [24]-[26].

Este método baseia-se na adicdo de solucdes basicas (hidroxido de sddio) a uma
solucéo Acida (cloreto de zinco acidificado com &cido citrico), contendo ides zinco (Zn*"),
com recurso a um pulverizador. O precipitado resultante € um p6 branco constituido por
nanoparticulas de 6xido de zinco.

Na figura 16 encontra-se esquematizado o procedimento experimental utilizado na

sintese das nanoparticulas de 6xido de zinco.

[Cloreto de Zinco] [ Acido Citrico }

Solugio Acida
(Solucdo 2)

[Ac. Cit.:ZnCl,]
12 Adicao
A (NaOH + Etanol)
- ~ (Solugdo 3)
Solugao
Etandlica de Zn?*
~ o 22 Adigdo
A (Solugdo de NaOH)
-~ ~ (Solugcdo 1)
Lavagem
4 l S
' ™

Secagem a 50°C

" l A
' I
Pos precipitados

de ZnO

L A

Figura 16 - Esquema do procedimento experimental usado na sintese dos pés de 6xido de zinco
precipitados.
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Capitulo 3 — Procedimento experimental

Tal como referido, a adicdo das solu¢Bes bésicas a solugdo acida foi feita com
recurso a um pulverizador (admitindo-se um caudal de 41.6 ml/min). O pulverizador é
apresentado na figura 17 e possui dois orificios: um localizado na parte superior (OS) e 0
outro localizado na parte lateral (OL). O orificio superior € o local de admisséo da solugéo
basica, que, ao chegar a extremidade inferior do pulverizador, entra em contacto com um
fluxo de ar comprimido (a uma pressédo de aproximadamente 3 bar), admitido pelo orificio
lateral, sofrendo, entdo, dispersdo e originando pequenas goticulas que entrardo em
contacto com a solucgéo acida.

Solugdes Basicas

Ar Comprimido i

Figura 17 — (a) Imagem do pulverizador utilizado na sintese das nanoparticulas ilustrando o
posicionamento dos orificios superior (OS) e lateral (OL) e (b) e ilustragdo esquematica, em corte, do
seu modo de funcionamento (b).

Neste estudo foram sintetizados dois tipos de pds de nanoparticulas de ZnO. Esses
pos foram denominados de ZnO-1 e ZnO-2. A Unica diferengca, no método de sintese,
entre os dois tipos de nanoparticulas foi a quantidade de reagentes utilizada na
preparacdo das solu¢des precursoras para o método de precipitacao.

Para a sintese das nanoparticulas de ZnO foram preparadas trés solugfes: duas
solugcdes béasicas e uma solugdo acida. A preparacdo da primeira solugdo béasica
(denominada de Solucdo 1) consistiu na dissolucdo de hidroxido de sédio (NaOH) em
agua destilada (H,O), com recurso a agitagdo magnética durante 5 minutos. Esta solucédo

apresentou um pH de aproximadamente 14. Para a preparacdo da solucdo acida de zn?
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(denominada de Solucado 2) procedeu-se a dissolugédo de acido citrico monohidratado e
de cloreto de zinco (ZnCl,) em &gua destilada (H,O), com recurso a agitagdo magnética
durante 5 minutos. Esta solugdo apresentou um valor de pH de aproximadamente 1. A
preparacdo da segunda solucdo basica (denominada de Solugéo 3) consistiu na diluicdo
de 20 ml da Solucdo 1 em 15 ml de etanol absoluto, com recurso a agitacado magnética
durante 5 minutos. Esta solugéo apresentou um pH de aproximadamente 13.5.

As quantidades de reagentes utilizadas na preparagédo das solugbes 1 e 2 para a
sintese dos dois tipos de pés de o6xido de zinco, ZnO-1 e ZnO-2, encontram-se
sumarizadas na tabela 3.

Tabela 3 - Quantidade de reagentes utilizada na preparacéo das solugdes precursoras da sintese das
nanoparticulas de ZnO.

Solucgéo 1 Solucgéo 2

20 50 17 3.647 25
40 50 34 7.294 25

De seguida colocou-se a Solucdo 2 no frasco de Erlenmeyer sob agitacdo

magnética constante (figura 18).

Figura 18 - Montagem experimental utilizada na sintese das nanoparticulas de ZnO.
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E entdo adicionada a Solucdo 3, pelo orificio superior do pulverizador, com
admisséo de ar a uma pressao constante de 3 bar, e de seguida adicionados 17 ml da
Solucéo 1, obtendo-se, assim, uma suspensao de nanoparticulas de 6xido de zinco, cujo
pH foi de aproximadamente 13.

A suspensao de 6xido de zinco € entdo submetida a 12 ciclos de centrifugacdo a
10000 rpm, de 10 minutos cada, com lavagens entre cada ciclo. A lavagem consiste em:
no final de cada ciclo de centrifugacdo, é retirado o sobrenadante e o precipitado
ressuspenso com agua desionizada. Este conjunto de lavagens tem como objectivo a
eliminacdo do sbdio (ibes Na*) que se possa encontrar no precipitado, permitindo assim
obter 6xido de zinco puro.

Por fim, o depodsito resultante da centrifugacdo € seco numa estufa a uma
temperatura de 50°C, durante aproximadamente 3 dias.

Os produtos sintetizados (ZnO-1 e ZnO-2), bem como as nanoparticulas de 6xido
de zinco comercial (ZnO-C) foram caracterizadas por difraccdo de raios-X (DRX),
microscopia electrénica de varrimento (SEM) com espectroscopia de energia dispersiva
(EDS). Adicionalmente caracterizou-se a distribuicdo granulométrica das particulas e
determinou-se a area superficial especifica por adsorcdo de N, usando a isotérmica de
Braunauer-Emmett-Teller (BET). As caracteristicas superficiais das particulas foram

caracterizadas por analise de Potencial Zeta.

3.3. Preparacdo dos compoésitos de Poliuretano e
nanoparticulas de Oxido de Zinco

Os compdsitos foram preparados com recurso ao método de evaporacdo de
solvente.

Foram preparados compdésitos de éxido de zinco e poliuretano, com um contelddo
de 30% de 6xido de zinco, em peso (massa de ZnO/massa total do compésito) e para tal
foram dissolvidos 0.28g de poliuretano em 15ml de cloroférmio, sob agitagdo magnética
durante 5 minutos, a temperatura ambiente. Preparou-se, também, uma suspenséo de
0.12g de ZnO (Zn0O-1, Zn0O-2 ou ZnO-C consoante o compdasito pretendido) em 5ml de
1,2 — Dicloroetano, agitando com ultra-sons durante 5 minutos, a temperatura ambiente.
De seguida foram misturadas a solucéo de poliuretano e a suspenséo de 6xido de zinco,
com recurso a ultra-sons, durante 10 minutos, de forma a que as nanoparticulas ficassem

homogeneamente distribuidas no compdsito.
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Por fim, a mistura final foi seca em copos de 10 ml, numa estufa a 37°C, durante
um periodo superior a 12 horas, de forma a garantir a total evaporacdo dos solventes
(cloroférmio e 1,2 — dicloroetano).

Na figura 19 encontra-se esquematizado o procedimento experimental utilizado na

producdo dos compésitos de poliuretano e 6xido de zinco.

Cloroformio Poliuretano npZn0 1,2 - Dicloroetano
Solugao de Poliuretano Suspensao de ZnO

T~ —

Mistura em Ultrassons

4

Secagem a 37°C

4

Compositos de PU/npZnO

Figura 19 - Esquema ilustrativo da preparagédo dos compdsitos de poliuretano e 6xido de zinco.

Foram ainda preparadas membranas de poliuretano puro.

Para tal foram dissolvidos 0.4 g de poliuretano em 15 ml de cloroférmio, sob
agitacdo magnética, durante 5 minutos. A solucéo foi seca em copos de 10 ml, numa
estufa a 37°C, durante um periodo superior a 12 horas, de forma a permitir a total
evaporacao do solvente (cloroférmio). A membrana assim preparada sera denominada de
Co.

Na tabela 4 sumarizam-se as especificagfes das varias membranas produzidas,

bem como as suas designacoes.
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Tabela 4 - Especificacdes e designacdes das membranas produzidas.

Quantidade de ZnO Tipo de Compdsito Denominacéao
30% Zn0O-1+PU CP1-30
30% Zn0O-2+PU CP2-30
30% Zn0O-C+PU CC-30
0% PU Cco

3.4. Estudo das propriedades antibacterianas

Os testes de determinacdo das propriedades antibacterianas foram executados de
acordo com o método ASTM E2149, com devidas adaptacdes, denominado de
‘Determinacgéo da Actividade Antibacteriana de Agentes Antibacterianos Imobilizados sob
Condigbes de Contacto Dindmicas” [89].

Este método é um método sensivel, comummente usado para medir a actividade
antibacteriana de superficies irregulares ou hidrofébicas. Este teste foi desenvolvido com
o0 intuito de ultrapassar dificuldades enfrentadas pelos métodos de avaliacdo de
actividade antimicrobiana classicos, tais como o assegurar do contacto entre as bactérias
e 0 material a testar [90], a sensibilidade do teste e a sua reprodutibilidade [91].

A espécie de bactéria seleccionada foi a Escherichia Coli, estirpe ATCC 25922,
uma vez que tem caracteristicas bem conhecidas e € uma das estirpes recomendadas
para testes de actividade antimicrobiana [92].

O procedimento tem a duracdo de trés dias e envolve, essencialmente, os
seguintes passos: incubacéo da cultura de bactérias, a 37°C, durante 16h; suspenséo dos
pos de oOxido de zinco, nos ensaios com 0s pos, ou dos compositos PU/npZnO, nos
ensaios com os compasitos, em tampao fosfato e adicdo da suspensédo de bactérias,
seguido de incubacdo em agitacdo constante durante 1h; realizacdo de diluicdes
decimais das suspensfes incubadas; sementeira a superficie das placas de petri;
incubacdo das placas semeadas a 37°C durante 16-24h; contagem das unidades
formadoras de colonias (UFC). O procedimento detalhado dos ensaios para

determinacgéo da viabilidade bacteriana pode ser consultado em Anexo.
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3.5. Técnicas de Caracterizacéao

3.5.1. Difracdo de Raios X

A difraccdo de raios-x (DRX) é uma técnica ndo destrutiva que permite a
identificacdo de fases cristalinas e a quantificacdo de varias caracteristicas estruturais,
entre as quais os parametros de rede, o tamanho de cristalite e a orientacdo
cristalografica [93], [94]. Esta técnica é baseada no fendbmeno de interagdes construtivas

de feixes difractados e segue a lei de Bragg (figura 20) [95], [96]:
n). = Zdhleing (9)

onde, “nA” é a diferenca de fases construtiva, “dn” € a distancia interplanar e “6” é o
angulo de difracdo entre o plano cristalografico e o feixe incidente de radiacdo, de
comprimento de onda “A” [95].

Através da variagao de 26, que é o angulo de difraccdo, e medindo a intensidade do
feixe difractado, que depende do numero de planos atdbmicos igualmente espacados,
obtém-se o difratograma, que pode ser comparado com uma base de dados para
identificar a estrutura do material [97].

A largura de um pico de difraccdo de raios X, num varrimento de 0 a 26, esta
relacionada com o tamanho médio de cristalite das amostras. A equacédo que relaciona a
largura a meia altura, também denominada por “full-with at half maximum” (FWHM), de
um pico de difraccdo, com a dimensdao média (TC) (10) das cristalites na direccéo
perpendicular & superficie do substrato, é conhecida como equacdo de Debye-Scherer

[98], e é dada por:

kA
. Lcosb

(10)

onde, “k” é o factor de forma (assume o valor de 0.98 para superficies esféricas), “A” é o
comprimento de onda da radiagéo X, “6” € a posigéo do pico, em graus, e “B” € a largura

a meia altura (FWHM), em radianos, sendo “B” definido por:
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B =+ (42, — a?) (11)

onde 0 “Aqs’ € a largura a meia altura do pico (FWHM) da amostra em andlise e “@”
refere-se a FWHM de uma amostra padrdo, cuja largura a meia altura é conhecida.

A andlise foi efectuada num difractémetro RigakuGeigerflex D/ Max-SérieC, a uma
intensidade de corrente de 30 mA, e uma diferenca de potencial de 40 kV e usando uma
radiacdo Ka (A= 1.54056 A) de um anodo de cobre.

A analise por difrac¢do de raios-X foi usada para identificar as fases e estrutura
cristalinas dos materiais estudados (p6s de Oxido de zinco (precipitados e comercial),
poliuretano, e compdsitos) e para calcular o respectivo tamanho de cristalite (TC), com
base na equacéo de Debye-Scherer.

A base de dados usada como referéncia durante este projecto foi a Inorganic
Crystal Strucutre Database (ICSD).

Figura 20 - llustragdo esquemaética da Lei de Bragg.

3.5.2. Microscopia Eletronica de Varrimento

A microscopia electrénica de varrimento (SEM), desenvolvida por Max Knoll [99] no
inicio dos anos 30, pode proporcionar imagens de alta resolugéo da superficie de uma
amostra, a escala micrométrica e nanométrica.

O principio basico de funcionamento baseia-se no bombardeamento da superficie
do material em estudo com um feixe de eletrbes altamente energético (geralmente entre
0s 0.1 e os 30 keV), do qual resultam a emissao de eletrbes e fotdes. Os eletrdes e 0s
fotbes emitidos pelo material dardo origem a imagem da topografia da superficie do

material (imagem SEM) [95].
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Existem vérias interacdes que podem ocorrer entre a superficie da amostra e o
feixe electronico, tais como: absorcdo de eletrdes por parte da amostra, emissdo de
eletrbes retrodifundidos, emisséo de eletrbes de Auger e emissdo de fotbes X. Destas
muitas interacdes, a emissao de fotbes X é particularmente interessante. Se a energia do
fotdo X for suficiente para que este seja detectado € possivel identificar o elemento
guimico da amostra que originou a emissao desse fotdo X. Este € o principio basico da
espectroscopia de energia dispersiva (EDS), que sera melhor explicada mais a frente
neste documento [96].

As amostras para SEM podem ter qualquer formato, desde que sejam suportadas
pelo porta-amostras. Normalmente, as amostras sdo cobertas por um filme fino de
carbono ou ouro com o intuito de lhes conferir condutibilidade elétrica[96].

As amostras foram observadas num microscépio electrénico de varrimento Hitachi
S-4100, disponivel no Departamento de Engenharia de Materiais e Ceramica da
Universidade de Aveiro que € um modelo com alta resolucéo, provido de um sistema de
emissdao com um filamento de tungsténio com um potencial de aceleracdo de 25 keV e
uma resolugdo maxima de 15A, e microanalise de dispers&o de energia de raios X (EDS).

De modo a proceder a observacdo da amostra foi colado um pequeno pedaco de
fita-cola de carbono (Neubauer Chemikalien) num porta-amostras de aluminio plano e
polido. De seguida, foi colocado uma quantidade muito pequena de pé (1 a 2 mg), na fita-
cola, de forma a que esta ficasse bem espalhada. Seguidamente as amostras foram
sujeitas a deposicao de um filme fino de carbono, hum equipamento Emitech K950.

As medicbes do diametro médio de particula e da espessura média das
subunidades nanoestruturadas das particulas foram medidas com recurso ao software

ImageJ.

3.5.3. Espectroscopia de Energia Dispersiva

A espectroscopia de energia dispersiva (EDS) € um técnica comummente usada
pra analise elementar e composicional de uma amostra. Baseia-se na deteccdo de
radiacdo X secundaria emitida pela amostra como resultado da ionizacdo dos seus
atomos devido a sua interac¢éo com o feixe electronico incidente de que resulta a ejecéo
de eletrbes de uma das orbitais internas dos atomos (niveis de baixa energia) da
amostra, levando a formacao de buracos. Para facilitar o retorno do a&tomo ao seu estado

de energia fundamental, os electrdes das orbitais mais externas (niveis de mais alta
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energia) tendem a ocupar os buracos formados. A diferenca de energia entre estes niveis
atomicos leva a emissdo de radiacdo X, que é colectada por um detetor adequado
(espectrometro de energia dispersiva) permitindo assim a identificacdo e quantificacao
dos elementos constituintes da amostra [100].

Figura 21 - Exemplo tipico de um espectro de EDS.

O mesmo equipamento usado para a microscopia electrénica de varrimento é
suficiente para gerar o feixe de electrbes necessario para a analise EDS. O detetor de
radiacdo X usado para a analise EDS ¢, por isso, hormalmente integrado em sistemas de
SEM. A espectroscopia de energia dispersiva permite uma rapida analise de elementos
guimicos individuais de uma amostra, através da comparacdo do espectro obtido com
valores de energias de radiacdo X conhecidas e caracteristicas dos elementos.
Dependendo do tipo de detector, conseguem ser detectados elementos tdo leves como o
Berilio [100].

3.5.4. Adsorgcdo gasosa para determinacdo da Area
Superficial Especifica

A éarea superficial especifica é definida como a razdo AJms (m?/g) entre a area
superficial absoluta de um sdlido (As) € a sua massa (ms) (massa da amostra). A area
superficial inclui todas as partes de superficies internas acessiveis a partir do exterior,
como por exemplo, as superficies das paredes dos poros. A area superficial especifica
pode ser calculada com base em isotérmicas de adsor¢cdo de gases, nomeadamente do
gas Azoto (Ny), que foi o gas utilizado neste estudo. Isotérmica é a relagdo, a temperatura
constante, entre a quantidade de gas adsorvido na superficie de um material e a pressdo
parcial a que a adsor¢do ocorre. E normalmente representada como a variacdo da

guantidade adsorvida (em mmol/g) em funcdo da pressédo relativa (p/pp) do gas
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adsorvido, em que “po” € a pressdo de saturagdo do gas adsorvido a temperatura do

ensaio.
Segundo Braunauer, Emmett e Teller (BET), a adsorcédo de gas na superficie de um

material pode ser descrita por quatro passos (figura 22) [101].

Aumento da Pressdo
de Gas

Figura 22 - Os quatro passos que descrevem a adsorcgédo de gas segundo Braunauer, Emmett e Teller:
(1) processo inicial de adsorc¢éo, (2) formag¢do da monocamada, (3) formagdo da multicamada e (4)
preenchimento dos poros.

Numa primeira fase (fase 1) as moléculas de gas sao adsorvidas a superficie do
material, através da acao de forcas de Van der Walls. Com o aumento da pressao, mais
moléculas de gas sdo adsorvidas, até que fica completa uma camada monomolecular
deste géas (fase 2). Com o posterior aumento da pressao sdo formadas novas camadas
de gas adsorvido até ao completo preenchimento dos poros (fases 3 e 4) [101].

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) define poro como uma
cavidade cuja profundidade é superior ao seu comprimento. De acordo com o IUPAC os
poros séo classificados em fungéo do seu diametro (D) [101], ou seja:

e Macroporos: D, > 50 nm
e Mesoporos: 0.2<D, < 50 nm

e Microporos: D, < 0.2 nm

Segundo a IUPAC, as isotérmicas de adsor¢do sdo classificadas em seis tipos
diferentes, estando cada tipo de isotérmica associado a um determinado mecanismo de
adsorcdo [101]. A classificacdo usada atualmente baseia-se nas curvas ilustradas na

figura 23 e dela constam os seguintes tipos de isotérmicas:
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Figura 23 - PadrGes IUPAC das isotérmicas para solidos porosos ou pés [101].

Tipo |: Esta isotérmica € também conhecida como isotérmica de Langmuir. Este
comportamento esta presente em solidos microporosos com reduzida area
superficial externa. Esta isotérmica apresenta uma curva inicialmente crescente
gue tende a estabilizar a pressfes relativas mais altas. Essa estabilizacdo é
determinada e limitada pelo volume do microporo.

Tipo II: esta isotérmica é bastante comum em sélidos ndo porosos ou
macroporosos e esta associada a formacdo de monocamada de gas adsorvido
(ponto B) com posterior adsor¢cao multicamada sem qualquer restricao.

Tipo lll: As isotérmicas de tipo Ill sdo casos raros e geralmente ndo tém o ponto
B, ou seja ndo ocorre a formacdo da monocamada de gas adsorvido.

Tipo IV: Tal como as isotérmicas do tipo I, esta isotérmica é caracterizada pela
formacdo de monocamada e multicamada. Tem, no entanto, um ciclo de histerese
associado a condensacéo capilar dentro dos mesoporos.

Tipo V: A isotérmica de tipo V é também caracterizada pelo ciclo de histerese,
mas em vez da formacdo de multicamada, segue uma tendéncia semelhante a do
tipo 1.

Tipo VI: Esta isotérmica geralmente representa uma adsorcdo multicamada
escadeada, em superficies ndo porosas e ndo uniformes, estando cada degrau

relacionado com uma camada formada [101].
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Os solidos porosos ao serem sujeitos a adsorcdo de gases podem apresentar 0s
referidos ciclos de histerese em que a curva de adsorgdo ndo coincide com a curva de
dessorcdo. Este fendmeno acontece devido ao facto de, no interior dos poros, a
condensacdo e evaporacdo do adsorvato ocorrer a pressées de gas diferentes. As
histereses podem exibir quatro padrées diferentes (H1 a H4 — figura 24), que estdo
normalmente associados a condensagdo capilar nos mesoporos com diferentes
geometrias [101]:

e Tipo H1: Estd relacionado com aglomerados de particulas esféricas de
distribuicbes de tamanho de poro estreitas.

e Tipo H2: Associada a mecanismos de condensacgédo e adsor¢cdo em materiais que
possuem poros em forma de gargalo (“bottleneck”).

e Tipo H3: Este padrdo € exibido por materiais que apresentam um formato
semelhante a placas, e que originam poros em forma de fenda.

e Tipo H4: Tal como no padrdao H3, este tipo de histerese é caracteristico de
materiais com poros em forma de fenda, sendo que neste caso 0s poros sdo mais

estreitos.

Quantidade de Adsorvida de Gas sy

Pressido Relativa de Gas .
Figura 24 - Classificacdo IUPAC dos ciclos de histerese [101].

Um dos métodos mais utilizados para analisar a area superficial especifica é o
método baseado na isotérmica de Braunauer — Emmett — Teller (BET), também

conhecido como método de BET, que foi o0 método seleccionado para este estudo [102].
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De acordo com este método, a é&rea superficial especifica (SSA) pode ser
determinada a partir da por¢éo linear da isotérmica de adsorcdo numa gama de pressdes
parciais de 0.05 a 0.30 através da equacado de BET (12) [103].

p
20 c—-1 1
_ X p (12)

<

(o}}}

(7] « 0

na qual “p/p~” é a pressao parcial do gas, “p” corresponde a pressao de equilibrio, “p™ é a

pressado de saturacdo a temperatura de adsorgdo, “n” € a quantidade de gas adsorvido

(1 l] “ ”

(em moles) a pressédo “p”, “nn” € a quantidade de gas necessaria para preencher
totalmente a monocamada (em moles). O parametro “c” é designado por constante de

BET é dado por:

onde E; e E_ representam respetivamente o calor de adsorcgéo relativo a primeira camada
e o calor de condensacéao de vapor [103].
Apoés a determinacéo de n,, a partir da equacao de BET, a SSA pode ser calculada

pela seguinte equacédo (14):

Nym X Ny X ap, (14)

SSA =
m

na qual “m” é a massa da amostra, “N,” € a constante de Avogadro e “a,,” € a area média
ocupada por uma molécula de gas adsorvida na monocamada, que no caso do azoto é
de 0.162nm? [103].

E ainda possivel determinar o tamanho esférico equivalente da particula (SED) a

partir da SSA determinada pelo método de BET [104] através da seguinte equacao (15):

6
SSAXp

SED = (15)
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onde “p” é a densidade tedrica da amostra, que no caso do 6xido de zinco corresponde a
5.6 g/cm® [104] e a “SSA” é a area superficial especifica determinada pelo método de
BET.

Neste estudo, foi utilizado um equipamento Micrometrics_Gemini 2370V5 para
medicao da area superficial especifica dos pds de 6xido de zinco, quer sintetizados, quer
comerciais. As amostras foram desgaseificadas a 80°C durante 3 dias, com o intuito de

eliminar quaisquer gases ou vapores adsorvidos a superficie dos materiais.

3.5.5. Potencial Zeta

O potencial zeta é uma propriedade fisica exibida por uma particula em suspensao.
A interface entre a particula e o meio liquido que a rodeia pode ser dividida em duas
regides: uma regido mais interna, denominada de camada de Stern, onde os ides do
meio estdo fortemente adsorvidos na superficie da particula, e uma regido mais externa,
chamada de camada difusa, onde os ibes do meio estdo menos ligados a superficie da
particula (figura 25). Existe assim uma dupla camada elétrica a rodear cada particula.
Entre estas duas camadas, a camada de Stern e a camada difusa, existe uma fronteira,
denominada de plano de deslizamento, onde os ibes do meio e a particula estédo
estaveis, ou seja, quando a particula de move, por exemplo, devido a acdo da gravidade
ou a uma diferenca de potencial aplicada, os ies presentes na camada de Stern movem-
se com a particula, ao passo que os ifes presentes na camada difusa ndo se movem. O

potencial elétrico associado a essa fronteira é conhecido como o Potencial Zeta.

46



Capitulo 3 — Procedimento experimental

Dupla Camada Eletrica
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de Stern Difusa

Plano de
Deslizamento

Potencial de

Superficie
Potencial Zeta

~
-
1
1]
L)
1
1
1
1
1
Il
1
1
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Figura 25 - Imagem representativa da dupla camada elétrica.

O factor mais importante que afecta o potencial zeta € o pH. Uma particula com
potencial zeta negativo colocada em suspensao num meio basico tendera a adquirir mais
carga negativa. Se for adicionado um acido ao meio, ocorrera o inverso , sendo a carga
de superficie da particula neutralizada pela adorcao de ides de carga positiva, fornecidos
pelo 4cido; se for adicionado mais acido, a particula continua a adsorver cargas positivas
e 0 seu valor de potencial zeta tornar-se-a positivo e continuara a aumentar.

Uma importante consequéncia da existéncia de carga elétrica na superficie das
particulas é a sua mobilidade em suspenséo quando colocadas sob a acdo de um campo
elétrico aplicado (eletroforese). Neste caso, estando as particulas suspensas num
electrélito, tém tendéncia a deslocar-se em dire¢cdo ao eléctrodo de carga oposta. A
viscosidade do meio oferece uma resisténcia que tende a opor-se a esse movimento. Em
condi¢bes de equilibrio de forgcas, as particulas movem-se a velocidade constante, sendo
esta velocidade denominada de mobilidade eletroforética. A velocidade da particula
depende da forga do campo elétrico, da constante dielétrica do meio, da viscosidade do
meio e do potencial zeta.

O valor de potencial zeta pode ser obtido através da equacao de Henry (16):

_ 2e.z.f(ka)

’ 3n (16)
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onde, “Z” é o potencial zeta, “Ug” é a mobilidade eletroforética, “c” é a constante dielétrica,

[T 1]

n” € a viscosidade e f(ka) € a fungdo de Henry [105].

Neste estudo, foi utilizado um equipamento Zetasizer Nano ZS, da Malvern
Instruments, para medicao do potencial zeta das particulas de 6xido de zinco precipitadas
e comerciais. As medi¢cbes foram todas realizadas em solugdo de cloreto de potassio
(KCI) (10ml, 10°*M), tendo sido adicionado &cido cloridrico (HCL) (0.01M) e hidréxido de
sédio (NaOH) (0.1M) para ajuste do pH, permitindo medidas de potencial zeta a
diferentes valores de pH, na gama de valores entre 5 e 12.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizagcao das nanoparticulas de oxido de
zinco

4.1.1. Composicéao e cristalinidade

Na figura 26 encontram-se os difratogramas de raios X dos pés de 6xido de zinco
comercial (ZnO-C) e precipitados (ZnO-1 e Zn0O-2), que foram objecto de estudo neste

projecto.
1 M A AN zno2
© |
3
8 E A N A znoa
© (101)
o ]
2.
Q —_
= ] (100)
_— (004) (202) Zno-C
1

0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
2019

Figura 26 - Difratograma de raios X dos p6s de 6xido de zinco comerciais (ZnO-C) e dos sintetizados
pelo método de precipitagdo quimica (ZnO-1 e ZnO-2).

Tanto os difratogramas das particulas comerciais, como os das particulas

sintetizadas, confirmam a existéncia de uma Unica fase cristalina hexagonal, a wurtzite.
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Os planos identificados no difratograma coincidem com os planos caracteristicos da
wurtzite (segundo a ficha cristalografica JCPDS 00-036-1451 do 6xido de zinco).

O p6 ZnO-C aparenta ter uma cristalinidade superior, evidenciada por picos muito
intensos e estreitos, quando comparado com 0s pos precipitados, o que pode ser reflexo
de uma elevada temperatura de sintese dos ZnO-C.

Os poés precipitados ZnO-1 apresentam, também uma estrutura cristalina bem
definida, no entanto ndo tdo bem definida como a dos pdés comerciais. Este facto é
evidenciado pela intensidade e formato dos picos, que ndo sdo tdo intensos nem tao
estreitos como os presentes no difratograma do 6xido de zinco comercial.

Argumentos da mesma natureza, intensidade e largura a meia altura do pico,
indicam o p6 ZnO-2 como possuindo cristalinidade inferior aos pés ZnO-C e ZnO-1.

Os tamanhos médios de cristalite dos p6s ZnO-1, ZnO-2 e ZnO-C, determinados
com base na equacao de Debye-Scherrer, foram de 28, 24 e 122 nanOmetros,
respectivamente. Estes resultados estdo em concordancia com as observagdes
gualitativas apresentadas anteriormente.

Calculou-se também a razéo entre a intensidade dos picos correspondentes aos
plano (002) e (101) (Ipoz/l01)), tendo-se obtido o valor de 0.78, para os pés precipitados,
e de 0.47, para os pds de ZnO-C. Sendo estes valores superiores a 0.44 (valor padrao da
razdo de intensidade da wurtzite), tem-se um crescimento preferencial das particulas

segundo a direccéo (002), mais acentuado no caso dos pés precipitados [106].

4.1.2. Morfologia da Particula

Nas figuras 27, 28 e 29, 30 e 31 apresentam-se as micrografias dos pds de 6xido
de zinco ZnO-C, ZnO-1 e ZnO-2, respectivamente, obtidas por microscopia electronica de

varrimento (SEM).
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Figura 27 - Micrografias dos pés comerciais de 6xido de zinco (ZnO-C) obtidas por SEM, com
diferentes ampliacfes.

Figura 28 - Micrografia dos pés precipitados de 6xido de zinco ZnO-1 obtidas por SEM, com diferentes
ampliacdes.

28.8kV X38.086K

Figura 29 - Micrografia dos pés precipitados de 6xido de zinco ZnO-1 obtidas por SEM, com diferentes
ampliacBes, com identificacao da espessura (E) das subunidades em forma de nanoplacas.
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Figura 30 - Micrografias dos pés precipitados de 6xido de zinco ZnO-2 obtidas por SEM, com
diferentes ampliacfes.

28 .08kV X38.0K 1.868+rm

Figura 31 - Micrografia dos pés precipitados de 6xido de zinco ZnO-2 obtidas por SEM, com diferentes
ampliac®es, com identificacdo da espessura (E) das subunidades em forma de nanoplacas.

As micrografias dos pés de 6xido de zinco comercial (ZnO-C) observadas na figura
27 (a e b) evidenciam a presenca de grandes agregados nanoestruturados, em que se
detectam particulas submicrométricas com formato arredondado ou irregular. Este p6
apresenta-se assim muito irregular quer na distribuicdo do tamanho de particula, quer na
prépria morfologia de particula. Esta caracteristica é provavelmente um reflexo do
método industrial de producdo destas particulas, que é baseado em tratamentos a altas
temperaturas do préprio metal zinco ou mesmo do minério de origem do metal. O elevado
tamanho de cristalite, referido anteriormente, é uma consequéncia destas condi¢des de
sintese.

Os poés precipitados ZnO-1 (figura 28 (a e b) e figura 29) apresentam-se,

morfologicamente, como aglomerados esféricos, bem definidos, com um didmetro médio
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de cerca de 4um, constituidos por subunidades de tamanho nanométrico em forma de
plaguetas, cuja espessura média (E) (figura 29) é de aproximadamente 42 nm. A
distribuicdo relativa destas subunidades na particula esférica torna-a semelhante a uma
flor microestruturada ou “microflor”.

O aspecto apresentado por estas particulas pode ser justificado pelo facto de, numa
fase inicial da precipitacdo, no momento em que 0s nlcleos comegcam a crescer, a
existéncia de um elevado numero de particulas com dimensdes muito reduzidas e com
elevadissima energia de superficie (que é também um resultado do seu tamanho
diminuto [107]) levou a agregacdo das mesmas, resultando assim num agregado esférico
de plaquetas nanoestruturadas [25].

Os p6s precipitados ZnO-2 (figura 30 (a e b) e figura 31), tal como os pés ZnO-1,
apresentam-se, morfologicamente, como aglomerados esféricos, bem definidos, com um
didametro médio de cerca de 2um. Sdo também constituidos por subunidades de tamanho
nanométrico em forma de plaquetas, no entanto com uma espessura média (E) (figura
31) inferior & dos pos ZnO-1 (aproximadamente 27 nm). Além disso estas particulas tém
uma aparéncia muito mais compacta, quando comparada com os pés ZnO-1.

A diferenca de morfologia entre estas particulas e as particulas do p6é ZnO-1 pode
ser justificada pelas diferencas no método de sintese. Tal como referido no capitulo
anterior deste documento, a diferenca entre os métodos de sintese dos pds ZnO-1 e
Zn0-2 reside fundamentalmente na concentracdo de reagentes usada, que na sintese
dos p6s ZnO-2 foi o dobro da usada na sintese dos p6s ZnO-1. Esse aumento da
concentracao de reagentes resultou num aumento da sobressaturacdo em solucao, e
como consequéncia, no aumento da velocidade de nucleacéo. A quantidade de ndcleos
formados no caso de ZnO-2 é superior a correspondente a ZnO-1, pelo que o
crescimento dos nucleos no caso de ZnO-2 ficou desfavorecido comparativamente com
0os de ZnO-1. Sugere-se assim que, no caso de ZnO-2, 0 processo de agregacao de
particulas de menores dimensfes tenha originado estruturas mais compactas do que no
caso de ZnO-1, justificando assim as diferencas na aparéncia das particulas de ZnO-1 e
Zn0O-2.

Na literatura sdo reportadas outras morfologias de nanoparticulas de o6xido de
zinco, tais como, nanoesferas, produzidas por um método de eletrospining, seguido de
tratamento térmico, e usando como precursor principal um acetato de zinco [63],
nanocubos, produzidos por um método de sintese hidrotermal, e usando como

precursores nitrato de zinco e hidroxido de potassio [62], entre outras.

55



Na figura 32 é apresentada a analise de espectroscopia de energia dispersiva
(EDS) dos pés precipitados.
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Figura 32 - Espectro de EDS dos poés precipitados de 6xido de zinco, onde se evidenciam os picos
correspondentes aos elementos detectados na amostra: Carbono (C), Oxigénio (O) e Zinco (Zn).

Para além dos picos correspondentes ao oxigénio e ao zinco, encontra-se somente
0 pico correspondente ao carbono, que resulta da deposicdo do filme condutor de
carbono e da fita-cola de carbono usados na preparacdo da amostra para analise SEM. A
auséncia de qualquer outro elemento no espectro de EDS confirma que a amostra é
constituida somente por Oxido de zinco puro, ndo estando presentes quaisquer

impurezas.

4.1.3. Porosidade e area superficial especifica

Na figura 33 s@o apresentadas as isotérmicas de adsorgcdo/dessor¢cdo gasosa dos
pos de 6xido de zinco precipitados ZnO-1 e ZnO-2 e dos pds comerciais ZnO-C.

Os p6s comerciais (ZnO-C) e precipitados (ZnO-1 e Zn0O-2) de 6xido de zinco
apresentam uma isotérmica tipo 1V, segundo a classificacdo da IUPAC, o que revela a
presenca de mesoporos responsaveis pela condensacgdo capilar mesoporosa. Os pos
precipitados (ZnO-1 e Zn0-2), quanto ao tipo de histerese que evidenciam, podem ainda

classificar-se como isotérmicas do tipo H3 que indicam a presenca de poros em forma de
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fenda (slit pores) [101]. Estes resultados s&o concordantes com as imagens obtidas por
SEM, uma vez que o0 posicionamento relativo das subunidades das particulas, as
nanoplacas, indica a existéncia de espagos ou poros em forma de fenda, sendo esse
aspecto mais evidente nas estruturas dos pés ZnO-1. O mesmo acontece para 0s pos
Zn0-2, que também se apresentam como agregados de subunidades em forma de
nanoplacas, no entanto sao pos aparentemente mais compactos e densos, como pode
ser verificado pelas micrografias obtidas por SEM. Os pds comerciais (ZnO-C), quanto ao
tipo de histerese que evidenciam, podem ainda classificar-se como uma isotérmica tipo
H4, que é caracteristica de pds constituidos por agregados de plaquetas cujos poros séo
estreitos e em formato de fenda (slit pores) [101], embora essa caracteristica ndo seja
evidente nas micrografias obtidas por SEM.

Em concordancia com as isotérmicas de adsorcao (figura 33), as curvas
cumulativas de volume de poro evidenciam diferencas de porosidade entre os varios pés
de Oxido de zinco: os p6s ZnO-1 apresentam um volume total de poro de
aproximadamente 10™ cm®g, que é substancialmente superior aos dos pés ZnO-2 e ZnO-
C, cujos valores sdo semelhantes e préximos de 4x10?% cm®/g (figura 34). As curvas de
distribuicdo de tamanho de poro (figura 35) também sao significativamente diferentes
entre si: 0 p6 ZnO-C apresenta uma curva de distribuicdo unimodal com um méaximo
centrado num didametro de poro de aproximadamente 2 nm, a0 passo que, 0S poés
precipitados apresentam curvas bimodais em que, para além de um maximo relativo a um
tamanho de poro de aproximadamente 2 nm, se observam outros valores extremos de
dVv/dw que ocorrem para valores de didmetro de poro iguais a 8 e 20 nm para 0s pos
Zn0-2 e ZnO-1, respectivamente. No seu conjunto, estes dados indicam que, embora o
volume total de poros seja semelhante no caso dos pos ZnO-C e ZnO-2, ele se encontra
fundamentalmente distribuido por poros muito finos, no caso de ZnO-C, e por poros finos
e poros mais largos, no caso do ZnO-2. As areas superficiais especificas medidas para
estes dois pés foram de 20 e 10 m?g, respectivamente, o que reflecte os diferentes
contributos de tamanho de poro atras referidos. De facto um mesmo volume de poro, se
distribuido por poros muito finos, originara maior area superficial especifica do que no
caso de ser distribuido por poros de maior diametro médio.

No que se refere ao pd ZnO-1, este é o0 pd precipitado com maior volume total de
poros, aproximadamente 0.1 cm®/g, valor este que é superior ao dobro do valor registado
para os restantes pos. Porém a curva de distribuicdo bimodal deste p6 evidencia uma
forte contribuicdo de poros de tamanho médio, aproximadamente 20 nm, que é

significativamente superior ao observado nos restantes casos. A area superficial
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especifica do p6 ZnO-1 é de 22 m?/g. Este valor é relativamente préximo do valor medido
para o ZnO-C embora a porosidade total deste ultimo seja muito inferior a de ZnO-1. A
proximidade dos valores em questdo é justificada pelas diferentes distribuicbes de
tamanho de poro: um menor volume total de poros distribuido, quase exclusivamente, por
poros muito finos, no caso de ZnO-C, assegura-lhe uma &rea superficial especifica

comparavel a de ZnO-1.
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Figura 33 - Isotérmica de adsorc¢ao/dessorcao de BET dos p6s precipitados (ZnO-1 e ZnO-2) e
comerciais (ZnO-C) de 6xido de zinco.
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Figura 34 - Curvas cumulativas do volume de poro dos pds precipitados de ZnO-1 e ZnO-2 e
comerciais de 6xido de zinco.
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Figura 35 — Curvas de distribuicdo de tamanho de poro dos p6s precipitados ZnO-1 e ZnO-2 e
comerciais ZnO-C de 6xido de zinco.
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Tendo em conta os valores de area superficial especifica, obtidos pelo método de
BET, e assumindo as particulas dos pés de ZnO como esféricas, foi calculado o diametro
esférico equivalente, obtendo-se os valores de 48, 108 e 55 nm, para os pés ZnO-1, ZnO-
2 e ZnO-C, respectivamente (tabela 6). Este resultado significa que apesar de as
particulas precipitadas apresentarem um diametro médio de particula que excede o limite
indicado na literatura para serem consideradas particulas nanométricas (100 nm) [49], o
valor do diametro esférico equivalente, calculado com base na area superficial especifica
destas particulas, situa-se abaixo ou proximo desse limiar, podendo assim classificar
estas particulas como particulas nanoestruturadas.

Na tabela 5 estdo sumarizadas algumas caracteristicas das nanoparticulas em
andlise (ZnO-1, ZnO-2 e ZnO-C).

Tabela 5 - Algumas caracteristicas dos p6s comerciais (ZnO-C) e precipitados (ZnO-1 e ZnO-2).

Diametro Esférico

Tamanho de Area Superficial

Po BT e 2 Equivalente da
Cristalite (nm) Especifica (m“/g) Particula(nm)
Zn0O-1 28 22 48
Zn0-2 24 10 108
Zn0O-C 122 20 55

E reportado na literatura que nanoparticulas de 6xido de zinco, sintetizadas por
precipitacdo quimica apresentaram valores de area superficial especifica de 21 m?g,
valores muito semelhantes aos obtidos para as nanoparticulas ZnO-1, sintetizadas no
ambito desta dissertacao [108]. Além disso, em outros estudos, é reportado que foram
sintetizadas nanoesferas de ZnO mesoporosas, com 0 objectivo de serem usadas como
transportadoras de farmacos, com valores de area superficial de 17 m?%g, valores
semelhantes aos obtidos nas nanoparticulas ZnO-1 sintetizadas nesta dissertacdo, e
isotérmicas de adsorgcdo/dessorcdo do tipo IV, tal como as apresentadas pelas
nanoparticulas sintetizadas nesta dissertacao [109].

Como concluséo final da presente seccdo, pode-se assumir qgue a manipulacdo da
composi¢cdo quimica do meio de precipitagdo através da variagdo da quantidade de
reagentes permite o controlo da morfologia do precipitado obtido (forma, tamanho, area

superficial especifica, etc.), mantendo a sua pureza e composi¢ao.
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4.1.4. Potencial Zeta

Na figura 36 sédo apresentadas as curvas de potencial zeta dos pds precipitados
(ZnO-1 e Zn0O-2) e comerciais (ZnO-C) de 6xido de zinco.
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Figura 36 - Curvas de potencial zeta dos pés precipitados (ZnO-1 e ZnO-2) e dos p6s comerciais (ZnO-
C) de 6xido de zinco.

De uma forma geral sdo evidentes as diferencas nas caracteristicas de superficie
entre todos os pos de 6xido de zinco, quer precipitados quer comerciais, traduzidas pelas
diferencas de carga eléctrica superficial que cada tipo do p6 apresenta. Analisando as
curvas correspondentes aos pés de ZnO precipitados podemos verificar que estes
apresentam uma carga elétrica de superficie sempre negativa, sendo que 0s pds ZnO-2
apresentam uma eletronegatividade mais acentuada quando comparados com o0s pés
ZnO-1. No entanto essa diferenca € atenuada para os valores de pH mais baixos e mais
elevados. Tendo em conta que a eletronegatividade da superficie esta relacionada com
os defeitos presentes a superficie de um material, pela analise das curvas de potencial
zeta podemos afirmar que os pds precipitados ZnO-2 possuem uma quantidade de
defeitos significativamente superior & dos pés precipitados ZnO-1. Essa diferenca nas
caracteristicas de superficie de cada material pode ser explicada pelas diferencas no
processo de sintese de cada tipo de p6 precipitado, que, tal como ja foi referido
anteriormente, residiu no uso de superiores concentracdes de reagentes na sintese dos

p6s Zn0O-2, quando comparados com os pds de ZnO-1.
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E reportado na literatura que os defeitos superficiais mencionados provavelmente
se devam a lacunas de ides oxigénio, o que vai levar a que as ligagbes quimicas a
superficie do material ndo estejam todas preenchidas, originando carga elétrica a
superficie da particula [110].

Da analise da curva de potencial zeta correspondente aos pés de 6xido de zinco
comerciais podemos verificar que este material apresenta um ponto isoelétrico para o
valor de pH de aproximadamente 7.5. Abaixo deste valor de pH, a superficie das
particulas de ZnO-C apresenta uma carga elétrica positiva, e acima desse valor a
superficie das particulas apresenta uma carga elétrica negativa. Esta diferenca de
comportamento das particulas de ZnO-C, quando comparadas com as particulas dos pés
precipitados pode ser justificada pelos métodos de sintese, uma vez que as particulas de
oxido de zinco comerciais sdo sintetizadas por métodos diferentes das particulas de
oxido de zinco precipitadas.

Em estudos reportados na literatura, particulas sintetizadas pelo mesmo método
utilizado neste estudo (precipitacdo quimica), apresentam curvas de potencial zeta
semelhantes as obtidas no decorrer desta dissertacdo. As nanoparticulas analisadas nos
estudos reportados na literatura, & semelhanca das sintetizadas neste estudo,
apresentam uma carga de superficie sempre negativa, e também numa gama de 0 a -40
mV, ou seja, com valores de carga de superficie muito semelhantes aos obtidos ao longo

desta dissertacdo [108].

4.2. Caracterizacao do Poliuretano

A caracterizacdo de um material € de extrema importancia na area biomédica. O
facto de um material ter como finalidade o contacto com o corpo humano torna
necessario o conhecimento e a compreensao da forma como o0 material reage ao
contacto com 0 organismo, e a0 mesmo tempo 0 modo como o proprio organismo reage
ao contacto com o material, de forma a evitar a possivel ocorréncia de complicagbes
desnecessérias resultantes da falta de conhecimento acerca das caracteristicas do
material, como por exemplo a rejeicdo do material pelo préprio organismo.

Apesar de aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), o poliuretano
Tecoflex ® SG80A, utilizado neste estudo, foi avaliado em termos da sua estrutura e
propriedades, para possibilitar a previsdo do seu comportamento quer in vitro quer in

Vivo.
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Na figura 37 é apresentado um difratograma de raios X de um filme de poliuretano

puro (C0). Como € possivel observar, esta membrana apresenta uma estrutura

essencialmente amorfa que € caracteristica do poliuretano.

Intensidade (u.a.)
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Figura 37 - Difratograma de raios X da membrana de poliuretano puro.

Macroscopicamente, os filmes de poliuretano puro, que foram preparados no
ambito do presente trabalho, apresentam-se como uma membrana flexivel, transparente,
uniforme e homogénea, com um formato circular, que é o formato do frasco onde foram
conformados (Figura 38(a)). Quando observados ao microscopio electrénico de
varrimento (SEM) (Figura 38(b)), estes filmes apresentam-se com superficie uniforme,
denotando-se somente algumas fissuras, que provavelmente resultam do processo de

secagem.

25.08kV X380

Figura 38 - Fotografia da membrana de poliuretano puro (a), evidenciando o seu aspecto
macroscopico, e micrografia do mesmo filme (b), ilustrando o seu aspecto microestrutural, obtida por
SEM.
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4.3. Caracterizacao dos compositos PU/npzZnO

Na figura 39 podem ser observados os compositos preparados durante este estudo
com diferentes teores de Oxido de zinco. Os compésitos utilizados neste estudo,
preparados com um teor de 6xido de zinco de 30% (massa de 6xido de zinco/massa total
do compésito), foram denominados de CC-30, CP1-30 e CP2-30, de acordo com o tipo
de oxido de zinco utilizado na sua preparacao (ZnO-C, ZnO-1 e ZnO-2, respectivamente).
A membrana de poliuretano puro foi denominada de CO. As caracteristicas das
membranas preparadas com 0s pds ZnO-2, ndo ilustradas na figura, sédo semelhantes as
das membranas CP1-30, que podem ser observadas na figura 39.

Macroscopicamente e consoante a percentagem de nanoparticulas de Oxido de
zinco usadas e o tipo de p6é usado na sua preparacdo (comercial ou precipitado), os
compositos apresentam caracteristicas diferentes, nomeadamente a opacidade.
Enquanto as membranas de poliuretano puro sdo completamente transparentes (figura
39), as membranas dos compdésitos apresentam-se opacas e com uma tonalidade branca

tendo em conta o seu teor em 6xido de zinco.

Figura 39 - Fotografia dos varios tipos de compdsitos preparados ao longo deste projeto com 0s pos
de 6xido de zinco precipitados (CP1-30) e com os pés de 6xido de zinco adquirido comercialmente
(CC-30), e o filme de poliuretano puro (CO0).

Na figura 40 apresentam-se os difratogramas dos compdésitos preparados com 0s

pos precipitados (ZnO-1 e ZnO-2) e com os pds comerciais (ZnNO-C) de 6xido de zinco.
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Figura 40 - Difratograma de raios X da membrana de poliuretano puro e dos compésitos de PU/npZnO.

Os compoésitos de poliuretano e 6xido de zinco apresentam um difratograma com
caracteristicas semelhantes as do difratograma dos p6s de ZnO usados na sua
preparacdo, em que se identificam claramente os picos correspondentes ao 6xido de
zinco. Por outro lado, na regido em torno de 26=20° detecta-se uma certa elevacéo da
linha de base, o que denuncia a presenca do poliuretano. A razdo pela qual o
difratograma dos materiais compa@sitos é praticamente igual aos difratogramas dos po6s de
Oxido de zinco deve-se a elevada percentagem (30 wt%) de 6xido de zinco que mascara
as caracteristicas do difratograma do polimero, ressaltando essencialmente as

caracteristicas do difratograma do material inorganico.

4.4. Estudo das propriedades antibacterianas

Os ensaios bacterianos foram realizados primeiramente com os pés ZnO-1, ZnO-2
e ZnO-C, e de seguida com os compdésitos CP1, CP2, CC e com a membrana de
poliuretano puro. No caso dos compdésitos, foram utilizados os compdsitos com um teor
de 6xido de zinco de 30%. Estes compdsitos foram seleccionados uma vez que ja haviam
sido testadas, em trabalhos anteriormente realizados no Departamento de Engenharia de
Materiais e Ceramica da Universidade de Aveiro (DEMaC), as propriedades

antibacterianas de compdésitos com um teor de 6xido de zinco inferior a 30%, tendo-se
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verificado, nesse caso, a auséncia de comportamento antibacteriano, quando testados
pelo mesmo método usado neste estudo (ASTM 2149) [23].

4.4.1. Comportamento antibacteriano das nanoparticulas de
Oxido de Zinco

Dado que, na literatura, ndo foi encontrada informagédo sobre concentracdo minima
a partir da qual comecam a ser notados os efeitos antibacterianos do 6xido, optou-se por
iniciar os ensaios com uma concentracdo de 1mg/ml e testar concentracdes
sucessivamente crescentes até se obter uma elevada reducéo da viabilidade bacteriana.
Nos ensaios com 0s pos de 6xido de zinco precipitados (ZnO-1 e ZnO-2) e comerciais
(ZnO-C) testaram-se assim as concentracfes de 1, 5, 10, 15 e 20 mg/ml (massa de
ZnO/volume de suspensdo bacteriana) para conseguir avaliar as diferencas nas
propriedades antibacterianas entre os diferentes pos.

Na figura 41 € apresentado o conjunto global de resultados desse ensaio,
resultados esses que séo apresentados caso a caso nas figuras 42 a 46, consoante a
concentracao de p6 de oxido de zinco usada no ensaio. A partir da figura 41 podemos
observar que o p6 ZnO-C ndo apresenta resultados globalmente consistentes, quando
comparado com o0s restantes poOs testados (pds precipitados): estes, a partir da
concentracao de 10 mg/ml (massa de po6/volume de suspenséo bacteriana), demonstram
denotada actividade antibacteriana, chegando mesmo a aproximar-se de uma reducao da
viabilidade bacteriana total para concentracdes de pdé mais altas, comportamento este

nao observado no p6 ZnO-C.
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Figura 41 - Resultados dos ensaios de determinac¢ao da reducéo da viabilidade bacteriana com os pés
de 6xido de zinco.
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Como se pode verificar, para a concentragdo de 1 mg/ml (Figura 42) néo foi
verificada redugdo da viabilidade bacteriana para nenhum dos materiais testados. No
caso dos pos ZnO-C verificou-se mesmo um significativo aumento da viabilidade
bacteriana, 0 que sugere que, de alguma forma, este material pode induzir a divisdo

celular.
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Figura 42 - Resultados dos ensaios de determinagao da reducéo da viabilidade bacteriana, efectuados
com os pos de ZnO, usando uma concentragdo de 1 mg/ml.

Para a concentracdo de 5 mg/ml (figura 43), podemos verificar que os pés ZnO-1
induzem alguma reducéo da viabilidade bacteriana, que ronda os 13%, ao passo que,
para os pds ZnO-2 e ZnO-C, a reducdo bacteriana atinge os valores de 24% e 26%,
respectivamente. No entanto, e tendo em conta o erro associado a este tipo de ensaio, as

diferencas entre os resultados obtidos para os diferentes pds ndo sao significativas.
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Figura 43 - Resultados dos ensaios de determina¢ao dareducéo da viabilidade bacteriana, efectuados
com o0s pos de ZnO, usando uma concentragdo de 5 mg/ml.
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No caso da concentracdo de 10 mg/ml (figura 44), observa-se que os efeitos
antibacterianos das amostras de pés precipitados sdo superiores aos do pé comercial,
conseguindo-se uma reducdo da viabilidade bacteriana de, aproximadamente, 66% e
98% para os pos de ZnO-1 e ZnO-2, respectivamente; o pé ZnO-C, para esta
concentracao, evidencia apenas uma reducéo da viabilidade bacteriana de 14%.

Bacterial Reduction
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Figura 44 - Resultados dos ensaios de determinagao da reducéo da viabilidade bacteriana, efectuados
com os pos de ZnO, usando uma concentragédo de 10 mg/ml.

Com o aumento da concentracdo de po para 15 mg/ml (figura 45), os pos ZnO-1 e
Zn0O-2 revelaram um comportamento antibacteriano acentuado, ainda que com uma
significativa diferenca entre eles, conseguindo-se uma reducéo da viabilidade bacteriana
de aproximadamente 68% e 99%, respectivamente. Quanto ao pé ZnO-C, proporcionou
uma reducdo da viabilidade bacteriana de apenas 6%, valor claramente inferior aos

obtidos com os restantes pos e para concentracdes mais baixas do mesmo po.
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Figura 45 - Resultados dos ensaios de determinacdo da reducédo da viabilidade bacteriana, com os
po6s, usando uma concentracédo de 15 mg/ml.

Os resultados obtidos para o valor maximo da concentragédo testada, 20 mg/ml,
apresentam-se na figura 46. Observa-se que 0s p0és precipitados propiciam uma reducao
da viabilidade bacteriana quase total, atingindo os valores de 88%, para o ZnO-1, e de
99%, para 0 ZnO-2. O comportamento do p6 ZnO-C traduz-se por uma reducdo da

viabilidade bacteriana de somente 31%.
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Figura 46 - Resultados dos ensaios de determinacéo da reducéo da viabilidade bacteriana, com os
po6s, usando uma concentragdo de 20 mg/ml.

BN 7

No que se refere & concentracdo de 1 mg/ml, é evidenciada uma inducdo da
proliferacdo bacteriana (figura 42). Os resultados obtidos suportam a ideia de que possa
ter ocorrido uma ligeira dissolu¢cdo das nanoparticulas de ZnO, libertando ides zinco
(Zn*) para o meio do ensaio que, existindo em baixa concentracdo, tenham

possivelmente atuado como nutriente para as bactérias levando a sua proliferacao [72].
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Os resultados, obtidos para concentragbes superiores de 5, 10, 15 e 20 mg/ml,
indicam que os poés precipitados possuem um acentuado comportamento antibacteriano,
verificando-se que o0s pés precipitados ZnO-2 comegam a manifestar esse
comportamento a concentracdes mais baixas, quando comparado com os pés ZnO-1.
Quanto aos pds comerciais, 0s resultados sugerem que este pd possui caracteristicas
antibacterianas menos acentuadas, relativamente a bactéria E. Coli, do que os restantes
pos.

Com base nos resultados obtidos nos ensaios para determinagcédo da reducéo da
viabilidade bacteriana, com os pés de Oxido de zinco, podemos afirmar que o
comportamento antibacteriano dos pés de ZnO precipitados € dependente da
concentracao de p6 usada no ensaio, sendo tanto mais acentuado quanto maior for a
concentracao, 0 que € evidenciado pela diminuicdo da viabilidade bacteriana com o
aumento progressivo da concentracdao de po testada. Este comportamento é suportado
por resultados reportados na literatura, onde também sado reportados resultados de
ensaios para determinacdo da viabilidade bacteriana usando nanopatrticulas de 6xido de
zinco, em concentracdes de 0.1 e 0.25 g/l, em estirpes de E. Coli., resultados esses que
apresentam uma forte dependéncia da reducéo da vibilidade bacteriana na concentracdo
das nanoparticulas de Oxido de zinco, ou seja, com o aumento da concentracdo de
nanoparticulas se verifica uma diminui¢do da viabilidade bacteriana [111].

Os resultados dos ensaios para determinacdo da viabilidade bacteriana mostram
ainda que os pos ZnO-2, que apresentam uma area superficial especifica (SSA) de 10
mzlg, 0 menor valor de SSA de todos os pés em teste, e menor tamanho médio de
particula (2 pm), sdo os que evidenciam o0 comportamento antibacteriano mais
acentuado, para o mesmo valor de concentracdo de pé em teste (10, 15 e 20 mg/ml),
guando comparados com o0s restantes pés de éxido de zinco, que apresentam valores de
SSA mais elevados. Estes resultados contrariam o que é reportado por Padmavathy et
al., que afirmam que o comportamento antibacteriano das nanoparticulas de ZnO é tanto
mais acentuado quanto maior for o seu valor de area superficial especifica (SSA), uma
vez que maiores valores de SSA traduzem-se em maior producdo de espécies reativas
de oxigénio, que por sua vez levam ao aumento do stress oxidativo e consequente morte
celular [72]. E possivel que os pés ZnO-2, apesar de serem 0s que apresentaram menor
valor de area superficial especifica, tenham apresentado o maior potencial antibacteriano
devido as suas caracteristicas superficiais. Ou seja, embora o valor de area superficial
especifica seja inferior, esta superficie pode conter mais defeitos, quando comparada

com a superficie dos restantes pos de ZnO testados. E como é sabido, a producédo de

70



espécies reativas de oxigénio, por parte das particulas de 6xido de zinco, envolve a
formacdo de radicais livres por interacdo da radiacdo UV/Visivel com a superficie das
particulas, ou mesmo a participacdo de lacunas de iBes oxigénio da superficie em
interacdes com as moléculas de d4gua do meio, dando inicio a formacédo de ROS [72]. Os
resultados de potencial zeta, mostraram que o0s po6s ZnO-2 foram 0s que se
apresentaram mais eletronegativos, quando comparados com o0s restantes pos
analisados (ZnO-1 e ZnO-C), o que indicia que estes pds apresentam um estado quimico
de superficie diferente. Estes resultados de potencial zeta podem pois suportar a
hip6tese de ROS originadas a partir de defeitos de superficie serem responsaveis pelo
efeito antibacteriano do 6xido de zinco, indicando, no caso das particulas de ZnO-2, a
existéncia de uma superficie mais propensa a producao de espécies reativas de oxigénio,
gue origine uma acrescida reducdo da viabilidade celular. Novos estudos de
caracterizacdo, como a da quantificacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
sdo necessarios para corroborar que a producao de ROS esta efetivamente na origem do

comportamento antibacteriano do 6xido de zinco usado neste estudo.

4.4.2. Comportamento antibacteriano dos compdsitos
PU/npZnO

Nos ensaios com 0s compdsitos de poliuretano e nanoparticulas de éxido de zinco
optou-se por se iniciar os ensaios usando uma concentracdo de compositos de 20mg/ml
(massa de compdsito/volume de suspensdo de bactérias) e testar concentracfes
sucessivamente crescentes até se obter uma elevada reducéo da viabilidade bacteriana.
Foi seleccionada esta concentracdo dado que no compdsito as particulas de éxido de
zinco estdo dispersas numa matriz de poliuretano que pode atenuar os efeitos do 6xido
de zinco. Selecionou-se assim a concentracdo de 20 mg/ml que foi a concentracdo para a
gual se registou o comportamento antibacteriano mais acentuado do pé de éxido de
zinco.

Os ensaios foram realizados com compdsitos (CP1-30, CP2-30, CC-30) e com uma
membrana de poliuretano puro. As concentracdes testadas foram de 20, 40 e 60 mg/ml
de composito. Na figura 47 sdo apresentados o conjunto global de resultados desse
ensaio, resultados esses que serdo apresentados caso a caso nhas figuras 48 a 50,
consoante a concentragdo de compdésito usada no ensaio. A partir da figura 47 podemos

desde ja observar que o compésito CC-30 ndo apresentou comportamento
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antibacteriano, para todas as concentragdes testadas. A membrana de poliuretano puro
(CO0) apresentou um ligeiro incremento do comportamento antibacteriano com o aumento
da concentracdo de membrana utilizada no ensaio. Os compdésitos preparados com 0s
poés precipitados apresentaram um comportamento antibacteriano acentuado,

especialmente nos ensaios em que se usou uma concentracédo de 60 mg/ml.
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Figura 47 - Resultados dos ensaios de determinagao da redugéo da viabilidade bacteriana, com os
compositos de poliuretano e 6xido de zinco.

Como se pode verificar, para 0s ensaios com uma concentracdo de 20 mg/ml de
compoésito (figura 48) ndo foi observada uma significativa reducdo da viabilidade
bacteriana, a excepcdo dos compadsitos preparados com os pos ZnO-1 (CP1-30), para 0s
guais se verificou um valor de aproximadamente 6%, valor este muito préximo do valor

também exibido pela membrana de poliuretano puro.
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Figura 48 - Resultados dos ensaios de determinacdo da reducédo da viabilidade bacteriana, com os
compaositos, usando uma concentracao de 20 mg/ml.

Para a concentracao de 40 mg/ml (figura 49), podemos observar que 0os compa@sitos
preparados com os pos ZnO-C (CC-30) nao evidenciam qualquer reducéo da viabilidade
bacteriana ao passo que o0s compositos preparados com os pés ZnO-1 (CP1-30)
evidenciam uma atenuagdo da viabilidade bacteriana de aproximadamente 9% e os
compositos  sintetizados com os poés 2ZnO-2 (CP2-30) uma atenuacdo de
aproximadamente 33%; o valor atingido para a membrana de poliuretano puro (CO) foi de

aproximadamente 17%.
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Figura 49 - Resultados dos ensaios de determinacao da reducédo da viabilidade bacteriana, com os
compositos, usando uma concentracao de 40 mg/ml.

Com o aumento da concentracdo para o valor maximo testado (60 mg/ml) (figura

50), os compdsitos preparados com 0s poOs precipitados atingiram uma reducdo da
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viabilidade bacteriana quase total, apresentando valores de 96% e 88%, para CP1-30 e
para CP2-30, respectivamente. Os compositos preparados com os pés ZnO-C continuam
sem apresentar qualquer actividade antimicrobiana. A membrana de poliuretano puro

(CO0) atingiu uma reducéo da viabilidade bacteriana de 26%.
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Figura 50 - Resultados dos ensaios de determinagéo da redugédo da viabilidade bacteriana, com os
compaositos, usando uma concentracao de 60 mg/ml.

Tendo em conta estes resultados, pode afirmar-se que o facto de as particulas de
Oxido de zinco estarem envolvidas por um polimero, neste caso o poliuretano, atenua os
efeitos antibacterianos do oOxido de zinco dado que foi necessario aumentar
significativamente a concentracdo de material no ensaio (20 mg/ml para os ensaios com
0s pds, comparado com 60 mg/ml nos ensaios com 0s compdsitos) para se conseguir
obter um efeito antibacteriano semelhante. Sugere-se que este efeito se deva ao
envolvimento das nanoparticulas pelo polimero, o que vai limitar a exposicdo das
nanoparticulas, com consequente limitacdo dos mecanismos de acdo antibacteriana
destas particulas.

Com base nos resultados obtidos nos ensaios para determinagdo da reducgéo da
viabilidade bacteriana, com o0s compdésitos PU/npZnO, podemos afirmar que o
comportamento antibacteriano dos compdsitos preparados com o0s pos de ZnO
precipitados (CP1-30 e CP2-30), a semelhanca do observado com os ensaios realizados
com os pos de ZnO, é dependente da concentracdo de composito usada no ensaio e é
tanto mais acentuado quanto maior for essa concentracdo. E de salientar que os
compositos CP2-30 apresentaram comportamento antibacteriano acentuado a
concentragcdes mais baixas, quando comparados com o0s compositos CP1-30. A
justificacdo para estes resultados tem como base a mesma justificagdo dos

comportamentos antibacterianos apresentados pelos pos de ZnO. Uma vez que, tal como
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ja foi referido, os p6s de ZnO-2, que apresentam uma superficie com mais defeitos,
podem propiciar de forma mais acentuada a formacdo de ROS, é natural que o
mecanismo do comportamento antibacteriano dos compdsitos CP2-30, que foram
preparados com os pOs ZnO-2, seja semelhante ao dos pds ZnO-2, tendo por base a
ideia de que as espécies reativas de oxigénio sdo potencialmente responsaveis pelo
efeito biocida apresentado pelos compdsitos CP2-30.

Por fim, é ainda surpreendente observar que a membrana de poliuretano puro
apresenta propriedades antibacterianas, resultado que contraria alguns estudos
existentes na literatura onde a membrana de poliuretano fomentou a proliferagéo celular
[23], [24]. Futuros estudos antibacterianos com membranas preparadas com diferentes
tipos de poliuretano seréo necessarios a fim de melhor compreender este comportamento
do polimero.

Na literatura ndo sédo reportados estudos de propriedades antibacterianas com
oxido de zinco e poliuretano. No entanto é reportado um estudo onde os autores
estudaram as propriedades antibacterianas de um compésito de Oxido de zinco e
poliéster, em bactérias E. Coli, e reportam que o0 comportamento antibacteriano do
composito se acentua com o0 aumento do teor de 6xido de zinco no compdsito [112].
Contudo na literatura ndo sao reportados estudos em que a concentracdo de material
composito em teste seja analisada, impossibilitando assim ter um termo comparativo com

os resultados obtidos nesta dissertacao.
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Capitulo 5 — Conclusdes e Futuros desenvolvimentos

5. Conclusdes e Futuros Desenvolvimentos

O presente estudo focou-se nas propriedades antibacterianas de nanoestruturas de
oxido de zinco e de compésitos de poliuretano e nanoparticulas de 6xido de zinco. O
oxido de zinco apresenta-se como um material polivalente adequado a varias aplicacdes
na area biomédica, ndo sé gracas as suas propriedades eléctricas (como por exemplo
sensor de gas), mas também gracas as suas propriedades antibacterianas e citotoxicas.
Contudo o0s mecanismos de acdo do comportamento antibacteriano destas
nanoestruturas e das suas capacidades citotoxicas ainda ndo estdo completamente
estudados. Uma forma de controlar esse comportamento é o envolvimento das
nanoparticulas de o6xido de zinco numa matriz polimérica, como por exemplo o
poliuretano, dando origem aos compésitos de poliuretano e nanoparticulas de 6xido de
zinco.

Com este objectivo sintetizaram-se nanoparticulas de éxido de zinco pelo método de
precipitacdo quimica. Através da cuidadosa manipulacdo das condicdes experimentais
(concentracdo de reagentes e pH do meio) conseguiram-se obter dois tipos de
nanoparticulas de 6éxido de zinco precipitadas (ZnO-1 e ZnO-2) com diferentes
caracteristicas, nomeadamente tamanho médio de particula, &rea superficial especifica
(ZnO-1 apresentou uma area superficial especifica de 22m?/g e o ZnO-2 de 10m?%qg) e
morfologias diferentes (ZnO-1 apresentou-se como uma flor esférica nanoestruturada e o
Zn0O-2 como uma esfera nanoestruturada). Ambos o0s tipos de nanoparticulas
precipitadas resultam do aglomerar de placas de tamanhos nanométricos (ZnO-1
apresentou placas com uma espessura média de 42 nm e ZnO-2 apresentou placas com
uma espessura média de 27 nm). Quando comparadas com as nanoparticulas de 6xido
de zinco comerciais, as nhanoparticulas ZnO-1 apresentaram uma area superficial
especifica superior, menor cristalinidade e tamanho médio de particula inferior e as
nanoparticulas ZnO-2 apresentaram uma area superficial especifica inferior, cristalinidade
inferior e um tamanho médio de particula superior.

Foram ainda preparados compdésitos de poliuretano e nanoparticulas de 6xido de
zinco, quer com os pés de ZnO precipitados, quer com 0s pds comerciais, e com teores
de 6xido de zinco de 30% (massa de 6xido de zinco/massa total de compdsito).

Os estudos para determinacdo da viabilidade bacteriana, realizados com a estirpe
bacteriana Escherichia Coli ATCC 25922, permitiram avaliar qualitativamente as

capacidades antibacterianas dos pGOs precipitados e dos pds comerciais de ZnO, bem
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como dos compositos PU/npZnO preparados com um teor de ZnO de 30%. Com estes
ensaios pudemos concluir que as propriedades antibacterianas do ZnO e dos compdésitos
séo efectivamente dependentes da concentracdo de material usada no ensaio (massa de
material/volume da suspensdo de bactérias), que para elevadas concentracdes de
material se consegue uma praticamente total reducdo da viabilidade bacteriana e que
para concentragbes muito diminutas de material propiciam a proliferacdo bacteriana.
Podemos ainda concluir que os resultados obtidos nos ensaios para determinagdo da
reducdo da viabilidade bacteriana suportam a teoria de que a producdo de espécies
reativas de oxigénio € o mecanismo responsavel pelo comportamento antibacteriano dos
poés de o6xido de zinco. Por fim, verificou-se ainda que o facto de as nanoparticulas de
ZnO estarem envolvidas numa matriz de poliuretano se traduz num atenuar das

capacidades antibacterianas do 6xido de zinco.

Trabalho futuro

Os resultados obtidos no presente trabalho remeteram a algumas sugestdes para a
continuacdo deste trabalho, bem como ao aprofundamento de certos aspectos no sentido
de clarificar certos resultados. Deste modo sugere-se:

e Quantificagdo das espécies reativas de oxigénio produzidas quer pelas
nanoparticulas de 6xido de zinco, quer pelos compdsitos PU/npZn0O, de forma a
conseguir perceber se a producdo de ROS é a justificacdo dos comportamentos
antibacterianos apresentados pelas nanoestruturas e pelos compaésitos.

e Realizacdo de analises por microscopia electrénica de varrimento, com vista a
avaliar a interacdo das nanoestruturas de 6xido de zinco com a membrana celular.

¢ Sintetizar nanoestruturas de 6xido de zinco com outras morfologias e testar a sua
capacidade antibacteriana.

e Realizar ensaios para determinacdo da viabilidade bacteriana com compdsitos

PU/npZnO que tenham superiores contetdos de npZnO.
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/. Anexos

O procedimento experimental dos ensaios para determinacdo da viabilidade

bacteriana tem a duracao de trés dias e envolve 0s seguintes passos:

1. Dia1:
a.

2. Dia2:

Preparou-se o meio de cultura LA (Luria agar, VWR), e 0 meio de cultura
LB (Luria broth, VWR),de acordo com as instru¢ées do fabricante. O meio
de cultura foi de seguida esterilizado usando autoclave.

Prepararam-se as placas de petri com meio de cultura LA. Utilizaram-se
placas com 90mm de diametro. As placas sdo conservadas a 4°C. Todo
este processo foi conduzido em condicbes de assepsia numa camara de
fluxo laminar e na proximidade de uma chama, de forma a evitar
contaminacfes do meio de cultura por microorganismos.

Seguidamente procedeu-se a pesagem do material a testar, pds ZnO-1,
Zn0-2, ZnO comercial e, nos ensaios com 0s compositos, dos compadsitos
preparados com ZnO-1, ZnO-2, ZnO comercial, com 30%, em peso, de
Zn0, e da membrana de PU. Foram escolhidos somente 0s compadsitos
com um contetdo de Oxido de zinco de 30%, em peso, visto que, na
literatura, compésitos com um contetdo de 2% e 10% de Oxido de zinco
nao apresentaram reducdo da viabilidade bacteriana significativos [23],
[26].

Por fim, preparou-se uma cultura de Escherichia Coli ATCC 25922 em
meio de cultura LB, incubada a 37°C, com agitacdo (180 rpm), durante

pelo menos 16 horas.

Foi feita a leitura da densidade éptica da cultura de bactérias, preparada
no dia anterior, num espectrofotometro, com radiacdo de comprimento de
onda de 600 nm. Uma amostra de meio de cultura LB foi usada como
branco.

Procedeu-se a lavagem de 5 ml da cultura de bactérias por centrifugacao

com substituicio do sobrenadante por tampéo fosfato (pH=7.2). Este



3. Dia3:

procedimento foi repetido duas vezes para garantir a eliminacdo de restos
de meio de cultura.

De seguida, ressuspendeu-se, novamente, a cultura em tampao usando
um volume que garanta uma concentracdo de bactérias de 2.4x10°/ml. A
quantidade de tampéao fosfato utilizada foi determinada com base nas
medicbes de densidade O6ptica realizadas no inicio do procedimento,
assumindo que uma unidade de densidade O6ptica corresponde a uma
concentracdo bacteriana de 8x10%/ml.

Entretanto, suspendeu-se o pé de cada amostra a testar em 900 pl de
tampado fosfato (pH=7.2), em microtubos de 1.5 ml. No caso dos
compdésitos, foram utilizados microtubos de 2 ml, uma vez que em tubos
de menor capacidade a membrana de compdsito ficava imobilizada
impedindo, assim, que o ensaio fosse dinamico.

Adicionou-se, entdo, 100 pl da suspensédo de células a cada uma das
amostras em teste, bem como a um microtubo somente com 900 ul de
tampéo fosfato (pH=7.2), que serviu como controlo, cuja concentracéo
bacteriana foi de 2.4x10°%/ml.

Incubou-se cada um destes microtubos, em agitacdo constante, durante
uma hora, a temperatura ambiente.

Seguidamente, foram feitas diluicbes decimais de cada um dos testes.
Para cada diluicdo decimal (denominadas de -1, -2, -3, -4, -5) foi
preparado um microtubo com 900 pl de solugao salina (0.9% NaCl) ao qual
se adicionou 100 pl da diluicdo imediatamente anterior.

Por fim, foram inoculadas as placas de cultura por sementeira a superficie.
Este procedimento consiste em adicionar 100 pl de cada diluicdo a cada
placa e espalhar a suspensio, com recurso a um “espalhador” de vidro. As
sementeiras foram realizadas em triplicado para calculo da média e desvio
padréo.

As placas inoculadas foram incubadas 16-24h a 37°C.

Procedeu-se a contagem do numero de UFC (Unidades Formadoras de
Colénias) em cada placa. As contagens realizadas nas placas inoculadas
com as suspensdes de pé de 6xido de zinco e bactérias ou com as

suspensdes de compdésitos e bactérias sdo comparadas com as contagens



referentes as placas inoculadas somente com a suspensdo de controlo,
permitindo assim a determinacdo da reducdo da viabilidade bacteriana,
com base na seguinte equacao (13):

UFC, x 100 (13)

R=1
00 UFC,

Onde, “UFCp” é o numero de Unidades Formadoras de Colbnias

ponderada, em UFC/ml, calculada da seguinte forma (14):

UFC, = UFC XV X Fp (14)

Onde, “UFC” é a contagem de Unidades Formadoras de Coldnias de uma
placa de petri inoculada, “V” € o volume de suspenséao teste semeada na

placa (0.1ml) e “Fp” € o factor de diluigéo.






